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PMNs Células polimorfonucleares 
PAR Ruta respiratoria paralela 
PKC Proteína quinasa C 
 Q 
QS Quorum sensing 
 R 
RT-PCR  PCR en tiempo real (real time PCR)  
® Marca registrada 
RPKM Lecturas por kilobase por millón de 
lecturas mapeadas (Reads per 
kilobase per million mapped reads) 
RNAseq  Secuenciación ARN (RNA 
sequencing) 
RE Retículo endplasmático 
 S 
SHAM Ácido acetilhidrosamina 
Sab Sabouraud 
SNC Sistema Nervioso Central 
SDS Dodecil sulfato sódico 
 T 
TCM Medio inductor de células gigantes 
(Titan Cells Medium) 
Th1  Linfocitos T helper 1 
Th2 Linfocitos T helper 2 
Th17 Linfocitos T helper 17 
TOR Diana de Rapamicin (Target of 
Rapamycin) 
 U 
UFCs Unidades formadoras de colonias 
 V 
VIH  Virus de la inmunodeficiencia humana 
 Y 
YNB Yeast Nitrogen Base 
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Resumen 
Una de las principales características de la mayoría de los hongos es la capacidad 
de cambiar de morfología. En el caso de hongos patógenos, estos cambios ocurren durante 
la infección y juegan un papel importante en el desarrollo de la enfermedad. Las transiciones 
morfológicas pueden ocurrir por formación de hifas y pseudohifas, o por un crecimiento 
masivo de la blastoconidia. Cryptococcus neoformans es una levadura patógena cuya 
principal característica es una cápsula de polisacárido. Durante la infección, esta levadura 
cambia de tamaño sin modificar la forma de la célula. En concreto, este hongo puede 
incrementar su tamaño mediante dos mecanismos diferentes: aumentando el tamaño de la 
cápsula, o incrementando el diámetro tanto de la cápsula como del cuerpo celular, dando 
lugar a células gigantes (diámetro mayor de 30 micras). El principal objetivo de este trabajo 
es investigar los mecanismos que regulan la morfogénesis en C. neoformans, e intentar 
esclarecer los factores del huésped que inducen estos cambios. 
En la primera parte de este trabajo, se evaluó la síntesis de la cápsula utilizando una 
cepa que expresa el gen CAP59 (necesario para la síntesis capsular), fusionado al promotor 
regulable GAL7. La síntesis de la cápsula se produjo de manera dispersa y no polarizada. 
Además, se estudió si el incremento capsular era dependiente de la actividad mitocondrial 
utilizando para ello inhibidores de la fosforilación oxidativa. Observamos que este fenómeno 
no ocurría en presencia de inhibidores de los diferentes complejos de la cadena 
transportadora de electrones como antimicina A, ácido salicilhidroxámico o rotenona. Los 
resultados obtenidos han mostrado nuevos aspectos sobre la dinámica de aparición y 
crecimiento de la cápsula y abren nuevas vías de investigación necesarias para entender 
mejor la biología de la cápsula. 
La formación de células gigantes es otro cambio morfológico característico de 
C. neoformans durante la infección. Sin embargo, poco se conoce sobre el crecimiento de 
estas células en condiciones in vitro. En este trabajo, mostramos diferentes condiciones que 
favorecen la formación de células gigantes in vitro. Observamos que C. neoformans indujo 
células gigantes en medios limitantes en nutrientes a pH neutro suplementado con suero 
bovino fetal. Además, otros factores como la azida de sodio, limitación de oxígeno y una 
atmósfera enriquecida con CO2 favorecieron dicho cambio morfológico. La formación de 
células gigantes está regulada por fenómenos de quorum sensing, ya que solo se observó a 
densidades celulares bajas. 
Además, quisimos investigar la expresión génica en las células gigantes mediante la 
secuenciación masiva del ARN (RNAseq) tanto en condiciones in vitro como in vivo. Por 
medio de un análisis comparativo de los resultados obtenidos de ambas condiciones, se 
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obtuvo una coincidencia de 80 genes sobreexpresados. Se identificaron una gran cantidad 
de genes relacionados con el Acetil CoA. Se encontraron también genes involucrados en 
ciclo celular, transporte y resistencia a drogas. Nuestros resultados muestran una alternativa 
al uso de modelos animales para el estudio de células gigantes y esto permitirá identificar 
nuevas dianas antifúngicas y marcadores de este tipo de células. 
Por otra parte, se estudió cómo influye el huésped en la formación de células 
gigantes. Para ello, se comparó la morfología de C. neoformans en dos cepas de ratón con 
características genéticas diferentes: C57BL/6J y CD1. Observamos que la proporción de 
células gigantes era mayor en los ratones C57BL/6J. Esta mayor proporción de células 
gigantes se asoció a una mayor diseminación al cerebro, aumento de citoquinas 
antiinflamatorias (principalmente IL-4) y mayor producción de anticuerpos, confirmando que 
estos animales presentan una respuesta inmune de tipo Th2. Estos resultados mostraron 
que la formación de células gigantes no depende solo del patógeno sino también de factores 
del huésped. 
Para profundizar en los factores del huésped que regulan la morfogénesis de 
C. neoformans, investigamos el papel de la citoquina 17 (IL-17) en la formación de células 
gigantes usando ratones deficientes en IL-17A (knockout Il17a-/-)(KO). Observamos que las 
levaduras tenían un menor diámetro en los ratones Il17a-/- en comparación con ratones 
C57BL/6J. El número de UFCs en el pulmón fue similar en ambas cepas de ratón. Sin 
embargo, hubo una mayor diseminación al cerebro en los ratones Il17a-/-. Cuantificamos el 
perfil de citoquinas acumuladas en el cerebro tras 9 días de infección y todas se vieron 
incrementadas de forma significativa en los ratones Il17a-/- en comparación con los ratones 
silvestres. Nuestros resultados apoyan la hipótesis de que la IL-17 juega un papel 
importante en la contención de las levaduras en el pulmón e impedir la diseminación al 
cerebro. 
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Summary 
Identification of the molecular mechanisms involved in the morphogenesis of 
Cryptococcus neoformans and study of their role during the infection 
Introduction 
Pathogenic fungi represent a risk to public health because they are a common cause 
of superficial and invasive diseases. Topical infections, such as colonization of the skin and 
mucosae affect millons of people. However, in the last decades there has also been an 
increase in the incidence of invasive fungal infections associated with an increase in the 
proportion of immunocompromised patients, such as transplant recipients, cancer patients 
with chemotherapy or radiotherapy. 
Fungal infections are caused by yeasts and filamentous fungi. The yeasts species 
that have higher prevalence in humans belong to the genera Candida and Cryptococcus. 
Infections by filamentous fungi are mainly caused by Aspergillus spp. In addition, there are 
primary dimorphic fungi (mainly Blastomyces dermatitidis, Coccidioides immitis, Histoplasma 
capsulatum and Paracoccidioides brasiliensis) that may affect immunocompetent individuals. 
One of the main features of the majority of pathogenic fungi is their ability to change 
their morphology. These morphological changes occur during infection and play a key role in 
the development of the disease. Morphological changes in fungi may happen in two different 
ways: by changing the shape of the cells (such as the formation of hyphae and 
pseudohyphae), or by changing the size of the cells (i.e., inducing a massive growth of the 
blastoconidia). The best example of this last change is induced by Cryptococcus 
neoformans, which is a pathogenic yeast whose main phenotypic feature is the presence of a 
polysaccharide capsule around the cell body.  
During infection, this fungus can increase its size in two different ways: by enlarging 
the size of the capsule without changing the size of the cell body or by increasing both 
structures resulting in the appearance of blastoconidia of an abnormal enlarged size 
denominated as “titan cells” (diameter larger than 30 microns). Both changes are very 
characteristic and contribute to evade the attacks of the immune system. The main objective 
of this work is to investigate the mechanisms that regulate morphogenesis in C. neoformans, 
and to delve deeper into the host factors that induce these changes. 
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Objetives 
 To characterize the dynamics of the capsular synthesis and growth in C. neoformans 
and to study the virulence of mutants that do not increase the capsule size. 
 To investigate conditions that induce the formation of titan cells in vitro. 
 To identify genes that change their expression during titan cells formation using RNA 
sequencing (RNAseq). 
 To characterize host factors that influence the formation of titan cells in vivo. 
 
Results 
In the first part of this work, we evaluated how capsular synthesis occurred using a 
strain expressing the CAP59 gene (required for synthesis of the capsule), fused to the GAL7 
promoter, in a way that this strain only synthesizes the capsule when transferred to media 
that contains galactose as carbon source. Capsular polysaccharide first appeared in the 
capsule as small dots randonmly distributed throughout the cell wall, indicating that it occurs 
in a non-polarized way. In addition, we studied if capsule enlargement was dependent on 
mitochondrial activity using inhibitors of mitochondrial oxidative phosphorylation. We 
observed that this phenomenon did not occur in the presence of inhibitors such as antimycin 
A (which inhibits complex III), salicyldydroxamic acid (SHAM, which blocks the alternative 
oxidases pathway) or rotenone (which inhibits complex I). These results reveal new aspects 
of the dynamic appearance and growth of the capsule. 
Titan cells formation is another characteristic morphological change of C. neoformans 
during infection. However, little is known about of the factors that induce this transition. In this 
work, we have shown that C. neoformans induced titan cells in laboratory conditions when 
the cells grow in limiting-nutrient media at neutral pH supplemented with fetal bovine serum. 
In addition, other factors such as sodium azide, oxygen limitation and a CO2-enriched 
atmosphere favored this morphological change. The formation of titan cells is regulated by 
the phenomena of "quorum sensing", as it was only observed at low cell densities, and it 
required the presence of the capsule, since titan cells are not formed by acapsular mutants.  
Additionally, we wanted to investigate the gene expression profile in the titan cells by 
RNA sequencing (RNAseq) both in in vitro and in vivo conditions.  
When we performed a comparative analysis of the results of both RNAseq, we 
obtained a total of 80 overexpressed genes. A high number of Acetyl CoA related genes was 
identified. In addition, genes involved in cell cycle, transport and drug resistance were 
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detected. Our results show an alternative to the use of animal models for the study of titan 
cells and they may allow the identification of new antifungal targets and titan cell markers. 
We also studied how the host factors influence the titan cells formation. For this 
purpose, we compared the cryptococcal morphology in two mouse strains genetically 
different: C57BL/6J and CD1. We observed that titan cells proportion was higher in 
C56BL/6J mice. This higher proportion was associated with further dissemination to the 
brain, increased anti-inflammatory cytokines (mainly IL-4) and increased production of 
antibodies, confirming that these animals have a Th2 type immune response. These results 
proved that titan cell formation depends both on microbial and host factors, and suggest that 
non-protective Th2 type response favor cryptococcal cellular growth. 
To gain insights about specific host factors that regulate titan cell formation, we 
investigated the role of IL-17 using knockout mice Il17a-/-. We found that cryptococcal cells 
had a smaller diameter in Il17a-/- to C57BL/6J mice. The number of CFUs in the lung was 
similar in both mouse strains. However, we observed more dissemination to the brain in 
Il17a-/- mice. We quantified the cytokine accumulation profile in the brain after 9 days of 
infection, and all of them were significantly increased in Il17a-/- mice compared to wild type 
mice. Our results support the hypothesis that IL-17 plays an important role in containing the 
yeasts in the lung and prevents the spread to the brain. 
Conclusions 
 The synthesis of the capsule of Cryptococcus neoformans occurs randomly 
throughout the cells  
 
 Capsular enlargement in Cryptococcus neoformans depends on the proper 
functioning of the mitochondria. 
 
 Titan cells of C. neoformans are formed in vitro in the presence of mammalian serum 
in limiting nutrient media. 
 
 Titan cells formation in C. neoformans requires the presence of capsule and it is 
regulated by "quorum sensing". 
 
 Titan cells overexpressed genes encoding transporters, metabolic proteins and 
enzymes related to acetyl-CoA, indicating that these cells induce metabolic changes 
that allow adaptation to host conditions. 
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 The formation of Titan cells in vivo correlates with induction of Th2-type reponses. 
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1 INTRODUCCIÓN 
1.1 Importancia de los hongos patógenos 
Los hongos patógenos suponen un riesgo para la salud pública, ya que son una 
causa frecuente de enfermedad superficial y diseminada. Las infecciones tópicas, como la 
colonización de la piel y de las mucosas afectan a millones de personas. Sin embargo, en 
las últimas décadas ha habido también un incremento en la incidencia de las infecciones 
fúngicas invasoras asociado a un aumento en la proporción de pacientes 
inmunocomprometidos, como pacientes trasplantados, enfermos de cáncer en tratamiento 
de quimioterapia o radioterapia y pacientes que han sufrido cirugía grave (Bitar et al., 2014; 
Horn et al., 2009; Neofytos et al., 2009; Pfaller and Diekema, 2007; Puig-Asensio et al., 
2014). Las infecciones fúngicas invasoras oportunistas incrementan significativamente la 
morbilidad, mortalidad y los costes de gestión de los pacientes, estimándose que estas 
infecciones suponen un gasto adicional al sistema nacional de salud de unos 30.000-50.000 
euros por paciente (Ceesay et al., 2015). 
Las infecciones fúngicas están causadas por levaduras y hongos filamentosos. Las 
levaduras que tienen mayor incidencia clínica pertenecen a los géneros Candida y 
Cryptococcus (Miceli et al., 2011; Rueping et al., 2009; Warnock, 2007). Las infecciones por 
hongos filamentosos están causadas principalmente por especies del género Aspergillus 
(Latge and Steinbach, 2009). Además, existen los hongos dimórficos primarios 
(principalmente Blastomyces dermatitidis, Coccidioides immitis, Histoplasma capsulatum y 
Paracoccidioides brasiliensis) que pueden causar enfermedad en individuos 
inmunocompetentes (Woods, 2002). 
1.2 Papel de la respuesta inmune en el desarrollo de infecciones fúngicas invasoras 
El desarrollo de una infección fúngica invasora es un proceso multifactorial donde 
están involucrados elementos tanto del huésped como del patógeno (Casadevall and 
Pirofski, 2003; Casadevall and Pirofski, 2015). Una alteración en la respuesta inmune es el 
principal factor que determina la aparición de este tipo de infección. 
El resultado de la interacción huésped-patógeno puede ir desde la eliminación del 
patógeno hasta infección y muerte del huésped, pasando por estados de latencia, 
colonización y comensalismo que en ocasiones evoluciona a enfermedad (Casadevall et al., 
2000; Pirofski and Casadevall, 2002). Por ejemplo, Candida albicans es una levadura 
comensal que coloniza membranas mucosas y la piel (Brown et al., 2014). No obstante, 
puede causar infección invasiva severa cuando hay una alteración del estado inmune 
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(neutropenia, pancreatitis, insuficiencia renal o tratamientos con corticoides (Pfaller and 
Diekema, 2007; Wisplinghoff et al., 2004; Gudlaugsson et al., 2003). Por otra parte, una 
respuesta inmune exagerada puede también tener efectos deletéreos para el huésped. Un 
ejemplo es el síndrome inflamatorio de reconstitución inmunológica (IRIS, por sus siglas en 
inglés), el cual se observa en algunos pacientes con SIDA (virus de la inmunodeficiencia 
humana) tras el inicio de la terapia antirretroviral. Si en esta situación de recuperación de la 
inmunidad el paciente está infectado con algunos patógenos (como Cryptococcus 
neoformans o Mycobacterium tuberculosis), puede inducir una respuesta inflamatoria 
exagerada, lo cual lleva a empeorar el estado de salud del paciente.  
Por lo tanto, el estado inmune del huésped es uno de los principales factores que 
define la capacidad de los hongos patógenos oportunistas de causar enfermedad. 
En general, una respuesta de tipo Th1 y Th17 proporciona protección contra 
infecciones fúngicas, mientras que una respuesta de tipo Th2 está asociada con una falta de 
protección o agravamiento de la enfermedad (Zaragoza et al., 2007; Lass-Florl et al., 2013; 
Conti et al., 2009; Kagami et al., 2010).  
1.3 Factores del hongo que contribuyen a la enfermedad 
 En lo que respecta a los factores del patógeno, existen dos causas principales por 
las que los hongos causan enfermedad. En primer lugar, estos microorganismos son 
capaces de expresar factores de virulencia, que se definen como elementos del patógeno 
que causan daño en el huésped. Además, los hongos tienen capacidad de adaptarse al 
ambiente del huésped, sobrevivir y proliferar en casos de inmunidad debilitada. Las 
condiciones en las que se encuentran los hongos patógenos durante la infección son muy 
variables y por lo tanto, su virulencia depende de la adaptación a diferentes ambientes. 
1.3.1 Factores que causan daño en el huésped  
Los principales factores que causan daño al huésped son enzimas líticas, como 
proteasas, lipasas y fosfolipasas. Hay muchos estudios que se han centrado en las 
funciones de las proteasas en la virulencia e indican que su actividad altera la permeabilidad 
de la barrera epitelial e induce una respuesta inflamatoria (Yike, 2011). Por otra parte, estas 
proteínas juegan un papel en la nutrición, ya que catalizan la hidrólisis de péptidos en el 
caso de la proteasas, o de los enlaces éster de los triacilglicéridos en el caso de las lipasas. 
Además, estas enzimas pueden degradar tejidos y contribuir a la diseminación, adquisición 
de hierro y a la evasión del sistema inmune. Las fosfolipasas degradan fosfolípidos de 
membrana, por lo que alteran la estructura e inducen la lisis celular (Ghannoum, 2000; 
Schmiel and Miller, 1999). Por esta razón, las fosfolipasas contribuyen a la invasión de 
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tejidos y diseminación. Además, recientemente se ha descrito en C. albicans una proteína 
tóxica citolítica (Ece1p o candidalisina) que causa daño directo en las membranas epiteliales 
y activa una respuesta inflamatoria epitelial. Ecep1 es crucial para la invasión de las 
mucosas (Moyes et al., 2016). 
1.3.2 Adaptación a condiciones del huésped  
La adaptación a diferentes ambientes es esencial para la supervivencia de los 
hongos durante la infección. Los hongos tienen sistemas para detectar y adaptarse a 
cambios de temperatura, fuentes de carbono, disponibilidad de iones y pH.  
En el caso de los hongos patógenos que se adquiren del ambiente, la temperatura, 
pH, nutrientes y concentraciones de gases como CO2 y O2 cambian en el huésped. La 
temperatura ambiental normalmente es más baja que la temperatura corporal, por lo que la 
supervivencia y replicación a esta temperatura es imprescindible para la virulencia (Perfect, 
2005). Curiosamente, la gran mayoría de hongos no crecen a temperaturas superiores a 
30 oC, y hay una correlación entre el crecimiento a 37 oC y la capacidad de causar 
enfermedad en mamíferos (Robert et al., 2015; Bergman and Casadevall, 2010; Robert and 
Casadevall, 2009). Los hongos patógenos también deben adaptarse a diferentes pHs, ya 
que las superficies mucosas son ácidas y la sangre y los tejidos son ligeramente alcalinos 
(Peñalva et al., 2008). Las concentraciones de CO2 y oxígeno se invierten en los tejidos, 
dejando a los hongos en un ambiente de hipoxia y altas concentraciones de CO2. Por otra 
parte, la supervivencia del hongo requiere la asimilación de las fuentes de carbono 
disponibles en el organismo, lo que requiere adaptación metabólica (Cooney and Klein, 
2008). 
Sin embargo, hay otros casos, como el de C. albicans, que no se aíslan del 
ambiente, y son comensales humanos (Iliev et al., 2012; Wachtler et al., 2011). Incluso en 
esta situación, en la que la levadura está altamente adaptada al huésped, es necesario 
inducir respuestas que le permitan adaptarse al ambiente específico de cada órgano y tejido 
(Polke et al., 2015; Mayer et al., 2013). 
Por lo tanto, para que los hongos puedan sobrevivir y producir infección, deben 
adaptarse a un ambiente con múltiples factores y en constante cambio. 
1.3.3 Morfogénesis fúngica 
Una de las principales características de la mayoría de los hongos es la capacidad 
de cambiar de morfología. En general, las transiciones morfológicas pueden dividirse en dos 
clases. Algunos hongos pueden cambiar la forma de las células, siendo el más característico 
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la formación de filamentos en las especies de Candida y Aspergillus. Sin embargo, otros 
hongos pueden experimentar otro tipo de transición que resulta en un cambio en el tamaño 
de la célula sin cambiar la forma (crecimiento masivo de la blastoconidia), como ocurre en 
las especies de Cryptococcus. Estos cambios ocurren durante la infección y son importantes 
en procesos como adhesión, invasión, diseminación y evasión de la respuesta inmune. 
1.3.3.1 Hongos que cambian de forma durante la infección. El caso de Candida 
albicans  
Las especies de Candida son levaduras que forman parte de la flora habitual de 
mucosas y pueden causar un amplio espectro de infecciones humanas, conocidas como 
candidiasis. Este género incluye al menos 30 especies de importancia clínica (Silva et al., 
2012; Pfuller et al., 2011). Durante las últimas décadas, la incidencia de infecciones 
causadas por el género Candida ha aumentado significativamente y además, cada año se 
detectan nuevas especies de este género capaces de causar enfermedad en humanos 
(Sobel, 2007; Pfuller et al., 2011). Candida albicans es la especie que se aísla con mayor 
frecuencia en casos de candidiasis (45-50%) (Del Palacio et al., 2009). Otras especies como 
C. glabrata, C. parapsilosis y en menor proporción C. tropicalis y C. krusei suponen 
aproximadamente el 50% de los casos de candidemia (Almirante et al., 2005; Horn et al., 
2009; Guinea, 2014). 
La formación de pseudohifas e hifas es una característica de muchas de las 
especies del género Candida. Las hifas se forman cuando aparece un tubo a partir de una 
blastoconidia (que se denomina tubo germinal), el cual resulta en un largo filamento tras 
continuo crecimiento. Las hifas pueden contener septos que separan las células con núcleos 
individuales o ser continuas con múltiples núcleos. Por otra parte, las pseudohifas se forman 
cuando las gemas de una blastoconidia no se separan totalmente y se forma una cadena de 
células unidas (Gow, 1997; Sudbery et al., 2004). 
1.3.3.1.1 Importancia de las hifas en la virulencia 
Candida albicans posee múltiples factores que contribuyen a su patogenicidad que 
incluyen, adherencia a células epiteliales y endoteliales o producción de proteasas y 
fosfolipasas (Cassone et al., 1987; Barrett-Bee et al., 1985; Ibrahim et al., 1995). Pero 
además, la capacidad de formar hifas y pseudohifas también contribuye a la virulencia de 
esta levadura (Odds, 1984; Sobel et al., 1984; Fidel et al., 1999), por lo que la formación de 
hifas ha sido muy estudiada en esta especie. Esta levadura cambia a crecimiento 
filamentoso en respuesta a estímulos como una temperatura de 37 ºC, suero de mamíferos, 
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N-acetilglucosamina, y pH neutro (Sudbery, 2011; Taschdjian et al., 1960; Simonetti et al., 
1974; Buffo et al., 1984). 
La formación de hifas juega un papel muy importante en el desarrollo de la infección 
diseminada. La superficie de las hifas contiene diferentes adhesinas (como Als3 y Hwp1) 
que incrementan la unión de las células fúngicas a las superficies (Phan et al., 2005; Phan et 
al., 2007; Staab et al., 1999; Sundstrom et al., 2002). Las hifas también participan en la 
invasión y penetración activa de los órganos debido a la presión física que ejercen sobre los 
tejidos (Naglik et al., 2011). 
La filamentación y la expresión de adhesinas también es clave para la formación de 
biofilms, que son comunidades de microorganismos que crecen unidos a una superficie, y 
son una fuente de infección en pacientes con implantes y catéteres (Nobile and Johnson, 
2015; Finkel and Mitchell, 2011). Por otra parte, la formación de hifas contribuye a evadir la 
fagocitosis, ya que tras la internalización de las blastoconidias por los macrófagos, 
C. albicans puede filamentar, lo cual le permite perforar la membrana de los fagocitos y 
evadir la muerte celular (McKenzie et al., 2010; Ghosh et al., 2009; Cutler and Poor, 1981). 
1.3.3.2 Hongos que no cambian de forma durante la infección 
La formación de hifas no es un fenómeno universal, ya que hay hongos con una 
prevalencia clínica significativa que no inducen esta transición. Los tres ejemplos más claros 
son Candida glabrata, los hongos dimórficos y levaduras del género Cryptococcus. 
1.3.3.2.1 Candida glabrata y hongos dimóficos 
Candida glabrata es una levadura comensal y una de las causas más comunes de 
candidemia (Pfaller and Diekema, 2007; Puig-Asensio et al., 2014; Borst et al., 2005; 
Warnock et al., 1988; Sanglard et al., 2001). Morfológicamente, C. glabrata se encuentra 
normalmente como pequeñas blastoconidias de 1-4 micras de diámetro (Fidel et al., 1999). 
Recientemente, se ha descrito que mutaciones en el gen CHS2 (que codifica una de las 
quitina sintasas) da lugar a cepas de C. glabrata con fenotipo de crecimiento de pseudohifas 
y con incremento en la virulencia (Brunke et al., 2014). Sin embargo, esta levadura se 
encuentra mayoritariamente en forma de blastoconidia durante la infección, lo que indica 
que su virulencia está asociada a otros factores. De hecho, a nivel evolutivo, C. glabrata es 
más cercana a Saccharomyces cerevisiae que a C. albicans, C. tropicalis o C. parapsilosis 
(Turner and Butler, 2014). 
Los hongos dimórficos representan una familia de ascomicetos relacionados 
filogenéticamente (Blastomyces, Coccidioides, Histoplasma, Paracoccidioides y Sporothrix) 
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que crecen en forma de micelio a temperatura ambiente, pero en el huésped se encuentran 
como levadura (Galgiani, 1999; Ajello, 1971; Klein and Tebbets, 2007). A pesar de no 
filamentar en el huésped, los hongos dimórficos son clínicamente relevantes ya que son 
patógenos primarios que pueden infectar a huéspedes inmunocompetentes. Además, la 
conversión de micelio a levadura es requerida para la virulencia (Rooney and Klein, 2004).  
1.3.3.3 Hongos que cambian de tamaño durante la infección: Cryptococcus 
Algunos hongos tienen la capacidad de inducir un tipo de cambio morfológico que no 
supone un cambio en la forma de la célula, pero sí incremento significativo en su tamaño. 
Este es el caso de Emmonsia, que es un hongo saprófito del suelo, que se caracteriza por 
formar durante la infección células de gran tamaño (llamadas adiasporas) que pueden llegar 
a medir 500-700 micras (Emmons and Jellison, 1960). 
Pero el ejemplo más estudiado de hongo que cambia de tamaño en el huésped es 
C. neoformans. Esta levadura se encuentra principalmente en forma de blastoconidia 
esférica en los pulmones. Sin embargo, es capaz de aumentar significativamente de 
tamaño, originando una población de células muy heterogénea que contribuyen a evadir el 
sistema inmune. Cryptococcus neoformans es la levadura modelo que se ha utilizado en 
esta tesis doctoral, por lo que en las siguientes secciones se detallarán sus principales 
características como patógeno y la importancia de la morfogénesis en su virulencia. 
1.4 Cryptococcus y criptococosis: introducción a su biología 
La criptococosis es una enfermedad fúngica sistémica causada por algunas especies 
del género Cryptococcus, principalmente C. neoformans y C. gattii. Ambas se encuentran en 
el ambiente, donde pueden causar enfermedad en una amplia variedad de organismos; 
desde depredadores unicelulares (amebas y protozoos) hasta plantas, nematodos, insectos 
y mamíferos acuáticos y terrestres (Feldmesser et al., 2000; Mylonakis et al., 2002; Staib et 
al., 1972; Venn-Watson et al., 2012; Warpeha et al., 2013; Xue et al., 2007). 
Aunque C. neoformans y C. gattii están estrechamente relacionados, difieren en su 
distribución y epidemiología. Cryptococcus neoformans es un patógeno oportunista, 
mientras que C. gattii puede causar enfermedad en individuos inmunocompetentes (Sorrell, 
2001). En ambos casos, la principal característica fenotípica es la presencia de una cápsula 
de polisacárido que rodea el cuerpo celular (Benham, 1935) y que confiere propiedades 
físicas, bioquímicas e inmunológicas particulares a estos microorganismos. Por esta razón, 
la cápsula ha sido objeto de un gran número de estudios que han establecido su papel como 
factor de virulencia (Chang and Kwon-Chung, 1994; Zaragoza et al., 2009; O'Meara and 
Alspaugh, 2012). 
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1.4.1 Clasificación y nomenclatura 
Desde que fue descrito por primera vez, C. neoformans ha sido denominado por 
diferentes nombres, como Saccharomyces neoformans o Torula histolytica (ver revisión en 
(Kwon-Chung, 2011)). En 1901, Vuillemin consideró que este patógeno pertenecía al género 
Cryptococcus y ya en 1949, C. neoformans se dividió en 3 serotipos (A, B y C) (Evans, 
1949). Años más tarde, se describieron los serotipos D y A/D (híbrido) (Wilson et al., 1968). 
Cryptococcus gattii fue descrito en 1970 y se corresponde con los serotipos B y C, los 
cuales fueron más tarde agrupados como C. neoformans variedad gattii. Sin embargo, 
debido a las diferencias morfológicas y genéticas entre las dos variedades, C. gattii, fue 
finalmente reconocido como una especie diferente en 2006 (Kwon-Chung and Varma, 2006). 
En C. neoformans, el serotipo A se denomina C. neformans var. grubii (Franzot et al., 1999), 
y el serotipo D se denomina C. neformans var neoformans. Además, se han descrito los 
híbridos A/B y B/D (Aminnejad et al., 2012; Bovers et al., 2006). 
 
Tabla 1.1. Clasificación del complejo Cryptococcus. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 El desarrollo de distintas técnicas de biología molecular ha permitido una 
clasificación más detallada de las especies del complejo neoformans/gattii (ver tabla 1.1). 
Recientemente, se ha propuesto que cada genotipo sea considerado como una especie 
diferente (tabla 1.1) (Hagen et al., 2015). Sin embargo, esta nomenclatura no está todavía 
totalmente establecida en el campo, por lo que durante el desarrollo de esta tesis, se 
mantendrá la nomenclatura que define especies y variedades. 
Nombre clásico 
de la especie 
Serotipo 
Nombre de especie 
propuesto 
 
C. neoformans 
var. grubbi 
A Cryptococcus neoformans 
AD híbrido AD 
Cryptococcus neoformans x 
Cryptococcus deneoformans 
C. neoformans 
var. neoformans 
D Cryptococcus deneoformans 
  
Cryptococcus gattii 
Cryptococcus bacillisporus 
C. gattii B/C Cryptococcus deuterogattii 
  
Cryptococcus tetragattii 
  
Cryptococcus decagattii 
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1.4.2 Cryptococcus neoformans; incidencia, epidemiología y enfermedad. 
Cryptococcus neoformans es conocido como levadura patógena desde el siglo XIX, 
aunque su incidencia aumentó en el siglo XX debido a la aparición del VIH. En algunas 
regiones, como Estados Unidos, el 10% de los pacientes VIH positivos sufrieron 
criptococosis (Casadevall and Perfect, 1998). Con el desarrollo de la terapia antirretroviral 
de alta actividad (HAART), se ha controlado la incidencia de la criptococosis en países 
desarrollados, aunque la mortalidad asociada sigue siendo alta (Chottanapund et al., 2007; 
Dromer et al., 2007; Friedman et al., 2005; Jongwutiwes et al., 2007; Lortholary et al., 2006; 
Mirza et al., 2003). Por otra parte, se han descrito nuevos grupos de riesgo, como pacientes 
trasplantados (Singh et al., 2008) y enfermos de cáncer. En la actualidad, la mayor 
prevalencia de la criptococosis tiene lugar en países en vías de desarrollo como África 
subsahariana, Asia y América del Sur, de tal manera que en el año 2009 se estimó que el 
número de muertes anuales por esta enfermedad es alrededor de 650.000 (Park et al., 
2009). 
Cryptococcus neoformans tiene una distribución cosmopolita (Lazera et al., 2000), y 
se aísla de múltiples nichos, principalmente del guano de paloma y en barrizales 
(Casadevall and Perfect, 1998). Se cree que C. neoformans se adquiere por inhalación de 
esporas alojándose en primer lugar en el pulmón (Casadevall and Perfect, 1998; Velagapudi 
et al., 2009; Heitman et al., 2011). La infección normalmente es controlada por el sistema 
inmune, eliminándose gradualmente, aunque en los últimos años hay evidencias de que 
C. neoformans puede causar infección asintomática y permanecer en estado latente durante 
largos periodos de tiempo. Sin embargo, en condiciones de inmunosupresión, puede 
diseminar al sistema nervioso central (SNC) donde causa meningoencefalitis. Este cuadro 
clínico tiene una alta mortalidad asociada si no es diagnosticada y tratada a tiempo 
(Casadevall and Perfect, 1998). La diseminación del hongo e invasión de la barrera 
hematoencefálica (BHE) puede ocurrir mediante varios mecanismos: transcelular, 
paracelular y en el interior de células fagocíticas. La invasión transcelular tiene lugar cuando 
las levaduras se adhieren a la superficie apical, se internalizan y se expulsan por la parte 
basolateral de la BHE (Chang et al., 2004). En la invasión paracelular las levaduras penetran 
entre células que forman la BHE, con o sin alteración de las uniones estrechas de la lámina 
basal (Kim, 2006). Por último, también se ha postulado que C. neoformans puede atravesar 
la BHE en el interior de células fagocíticas (lo que se ha llamado el mecanismo del “caballo 
de Troya”), ya que como se explica en la siguiente sección, esta levadura es un patógeno 
intracelular facultativo (Kim, 2008; Charlier et al., 2009; Mansour and Levitz, 2002). 
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1.4.3 Cryptococcus como patógeno intracelular facultativo 
Tras su inhalación, C. neoformans se aloja en los espacios alveolares del pulmón, 
donde puede sobrevivir y replicarse en el ambiente extracelular. Los espacios alveolares 
están recubiertos de células fagocíticas (macrófagos, neutrófilos y células dendríticas 
principalmente) que tratan de contener la infección. Por ello, la interacción de este hongo 
con estas células es de gran importancia para entender el desarrollo de la enfermedad. La 
cápsula de C. neoformans tiene propiedades antifagocíticas, ya que impide el 
reconocimiento de los epítopos de la pared por los receptores de las células fagocíticas 
(Casadevall and Perfect, 1998; Heitman et al., 2011). Sin embargo, tras pocas horas de 
infección, C. neoformans se encuentra principalmente en el interior de los macrófagos. Esto 
es debido a que in vivo, la fagocitosis de C. neoformans ocurre gracias a opsonización por 
anticuerpos o proteínas del sistema del complemento. Una vez internalizado, C. neoformans 
tiene la capacidad de sobrevivir y replicarse dentro de los macrófagos, por lo que es 
considerado un patógeno intracelular facultativo. Se han descrito varios mecanismos que 
permiten la evasión de la muerte por macrófagos. Cryptococcus neoformans es capaz de 
modular el ambiente del fagolisosoma, ya que esta estructura no se acidifica totalmente 
(Smith et al., 2015). Además, el fagolisosoma se vuelve permeable (Tucker and Casadevall, 
2002), lo cual se cree que interfiere con su funcionalidad. 
La supervivencia dentro de células fagocíticas puede dar lugar a varios fenómenos 
(ver en referencias (Garcia-Rodas and Zaragoza, 2012; Del Poeta and Mcquiston, 2011)):  
1) Cryptococcus neoformans puede permanecer latente dentro de macrófagos, de 
igual manera que hacen otros patógenos intracelulares, como Histoplasma o 
Mycobacterium.  
2) Dentro del macrófago, las levaduras también encuentran un nicho óptimo que 
favorece su división y replicación, aumentando de esta manera la carga fúngica dentro del 
huésped.  
3) La replicación masiva dentro del macrófago puede tener dos consecuencias. En 
primer lugar, puede originar la explosión de la célula fagocítica y liberación de las levaduras 
al medio. Sin embargo, las células de C. neoformans también pueden salir al espacio 
extracelular mediante un proceso denominado “exocitosis no lítica” en el que la viabilidad del 
macrófago no se ve afectada.  
4) Por último, también se ha descrito que las células de C. neoformans se pueden 
transferir entre macrófagos (transferencia lateral), aunque todavía no se sabe si este es un 
proceso inducido por el propio macrófago o por C. neoformans.  
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En resumen, la interacción entre este patógeno y las células fagocíticas es muy 
compleja, pero el resultado tiene un gran impacto en aspectos claves de la virulencia de esta 
levadura, como son la supervivencia en el huésped, la diseminación y la latencia (Alvarez 
and Casadevall, 2007; Alvarez and Casadevall, 2006; Ma et al., 2006; Coenjaerts et al., 
2006; Diamond and Bennett, 1973; Lee et al., 1995; Mitchell and Friedman, 1972; Tucker 
and Casadevall, 2002). 
1.5 Cápsula 
La cápsula es la principal característica fenotípica de C. neoformans (ver figura 1.1). 
Además es el principal factor de virulencia de este patógeno porque tiene un gran número 
de efectos sobre el huésped y la respuesta inmune (McFadden and Casadevall, 2001; 
Vecchiarelli, 2000; Zaragoza et al., 2009). Entre otros, la cápsula inhibe la fagocitosis del 
patógeno, bloquea la migración y diferenciación de linfocitos y la producción de anticuerpos 
(Ellerbroek et al., 2002; Lipovsky et al., 2000; Mitchell and Friedman, 1972; Murphy and 
Cozad, 1972). Por ello, la estructura y las propiedades inmunogénicas de la cápsula han 
sido objeto de múltiples estudios.  
1.5.1 Composición de la cápsula 
La cápsula de C. neoformans está compuesta de polisacárido altamente hidrofílico 
con un contenido de agua del 99% de su peso total (Maxson et al., 2007a). La cápsula 
contiene 2 tipos principales de polisacáridos; glucuronoxilomanano (GXM) que constituye el 
90-95%, y galactoxilomanano (GalXM) que es el 5-8%. Además, también contiene una 
pequeña proporción de manoproteínas (<1%) (Raschke et al., 1978; Zaragoza et al., 2009). 
El GXM es un polímero largo de manosas unidas por enlaces α-(1,3) con 
ramificaciones de ácido glucurónico unidas por enlaces β-(1,2) y xilosas unidas por enlaces 
β-(1,2) o β-(1,4) dependiendo del serotipo (Cherniak and Sundstrom, 1994; Cherniak et al., 
1988; McFadden et al., 2006; McFadden et al., 2007). El GalXM se ha descrito como un 
polímero de galactosas unidas por enlaces α-(1,6) con ramificaciones de manosas y xilosas 
(Vaishnav et al., 1998). Más recientemente, se ha descrito que el GalXM también contiene 
trazas de ácido glucurónico, por lo que se ha renombrado a glucuronogalactoxilomanano 
(GXMGal) (Heiss et al., 2013).  
Mientras que el GXM parece estar distribuido por toda la cápsula, la localización 
exacta del GalXM no se conoce en detalle. Algunos estudios indican que se encuentra 
asociado a la pared celular (Vaishnav et al., 1998; van de Moer et al., 1990), pero también 
ha sido descrito como un compuesto asociado a vesículas (van de Moer et al., 1990). Estos 
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polisacáridos, además de estar unidos a la pared celular formando la estructura física de la 
cápsula, también pueden ser liberados por la célula al medio (exopolisacárido). 
 La estructura y densidad de la cápsula varían según la cepa y las condiciones 
ambientales (Gates et al., 2004; Frases et al., 2009). La capacidad de cambiar de estructura 
afecta a la interacción con el huésped (Cordero et al., 2011) e influye en el reconocimiento 
por el sistema inmune (Garcia-Hermoso et al., 2004; Cleare and Casadevall, 1998; Kozel et 
al., 2003; Mukherjee et al., 1998; Todaro-Luck et al., 1989). Por otra parte, los cambios 
estructurales de la cápsula se han relacionado con la capacidad de diseminación y 
colonización de distintos órganos (Charlier et al., 2005; Garcia-Hermoso et al., 2004). 
1.5.2 Síntesis de la cápsula  
Se han identificado diferentes genes involucrados en la síntesis de la cápsula, siendo 
el primero CAP59 (Chang and Kwon-Chung, 1994). La deleción de este gen produce un 
fenotipo acapsular y pérdida de virulencia. Después, se identificaron otros 3 genes; CAP64 
(Chang et al., 1996), CAP60 (Chang and Kwon-Chung, 1998) y CAP10 (Chang and Kwon-
Chung, 1999). Todos son necesarios para la virulencia de C. neoformans en ratones. 
Además, los genes CAS, que están involucrados en la inserción de xilosas y/o la acetilación 
del polisacárido de la cápsula (Janbon et al., 2001; Moyrand et al., 2004) también son 
necesarios para la síntesis de la cápsula. Otros mutantes deficientes en xilosilación, como 
cxt1, son menos virulentos (Klutts and Doering, 2008). Pbx1 y Pbx2 son proteínas que 
regulan la incorporación de residuos de glucosa (Liu et al., 2007). También, se ha descrito 
que los genes UXS1 y UGD1 participan en la regulación de la cápsula (Bar-Peled et al., 
2001; Janbon et al., 2001; Kozel et al., 2003; Moyrand et al., 2004). Finalmente, la cápsula 
contiene ácido hialurónico (AH), el cual es importante para cruzar la BHE (Jong et al., 2007). 
Células carentes de AH tienen una cápsula de menor diámetro y defectos en la estructura 
de la pared celular (Jong et al., 2007). 
Por otra parte, la ruta Pka1-AMPc es imprescindible para la síntesis de la cápsula 
(Alspaugh et al., 2002). Esta vía interviene en la detección de niveles de glucosa y nitrógeno 
a través de los receptores acoplados a proteínas G, y regula el pH intracelular a través del 
factor de transcripción Rim101 (O'Meara and Alspaugh, 2012). La ruta del AMPc también 
participa en la detección de niveles de hierro regulando la actividad del factor de 
transcripción Cir1. Ova1, una manoproteína regulada negativamente por Pka1, ha sido 
implicada en el tráfico del polisacárido de la cápsula (Hu et al., 2007). Con respecto a otras 
rutas de señalización, también se ha involucrado a algunas MAPKs (como Hog1) como 
reguladores de la síntesis de la cápsula (O'Meara and Alspaugh, 2012), aunque su papel 
todavía no se conoce en detalle.  
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Tampoco se conoce cómo es transportado el polisacárido al exterior de la célula y 
cómo se ensambla para formar la cápsula. En los últimos años, hay estudios que sugieren 
que el polisacárido es secretado en el interior de vesículas que atraviesan la pared celular 
(Rodrigues et al., 2007; Rodrigues et al., 2008b; Casadevall et al., 2009). Mutaciones en las 
rutas de secreción (sec4/sav1 y sec6) resultan en un fenotipo hipocapsular. Además, estas 
vesículas participan en la interacción de C. neoformans con células fagocíticas (Oliveira et 
al., 2010). No obstante, el mecanismo por el que el polisacárido capsular es liberado de las 
vesículas y unido a la superficie de la célula se desconoce. 
1.5.3 Otros factores de virulencia: Melanina y ureasa 
La producción de enzimas como lacasa y ureasa son características de 
C. neoformans. La lacasa es la enzima responsable de la síntesis de melanina a partir de 
compuesos difenólicos (como la L-DOPA), se localiza en la pared celular y contribuye a la 
supervivencia de C. neoformans ayudando a mantener la integridad de la pared (Zhu et al., 
2001). La melanina es un pigmento de alto peso molecular, cargado negativamente, 
hidrofóbico e insoluble en soluciones acuosas que protege a las células de C. neoformans 
frente a factores de estrés, lo que facilita la supervivencia del hongo en el huésped 
(Casadevall et al., 2000; Liu et al., 1999; Noverr et al., 2004; Rosas and Casadevall, 1997; 
Wang and Casadevall, 1994). La producción de melanina contribuye a la virulencia (Salas et 
al., 1996) y a la diseminación desde los pulmones a otros órganos (Noverr et al., 2004). Por 
ello, mutantes que no acumulan melanina son menos virulentos.  
Por otra parte, la ureasa participa en la virulencia de C. neoformans ya que 
promueve la retención del hongo en microcapilares, lo que parece ser un paso crítico en la 
diseminación al cerebro (Olszewski et al., 2004; Pettinato et al., 1991). La ureasa también 
induce una respuesta inmune de tipo Th2, la cual no es efectiva para controlar la infección 
(Osterholzer et al., 2009). 
1.6 Morfogénesis en Cryptococcus neoformans 
Por lo general, C. neoformans solo forma filamentos durante la reproducción sexual 
(Kozubowski and Heitman, 2012; Klein and Tebbets, 2007), aunque ocasionalmente se han 
observado pseudohifas en tejidos (Neilson et al., 1978; Williamson et al., 1996; Gazzoni et 
al., 2010). La formación de pseudohifas en C. neoformans está inducida por la limitación de 
nitrógeno (Gazzoni et al., 2010) y es reprimida por proteínas de la ruta RAM (Magditch et al., 
2012; Lin et al., 2015). Además, mutantes que forman más pseudohifas son menos 
virulentos y diseminan menos al cerebro (Zhai et al., 2013). Por este motivo, se cree que 
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estas formas pueden contribuir a la persistencia de C. neoformans en el huésped, pero no 
participan en la diseminación del hongo. 
Sin embargo, C. neoformans se caracteriza por inducir otro tipo de cambios durante 
la infección, que no implican un cambio de forma, sino de tamaño. Cryptococcus 
neoformans puede aumentar su tamaño de dos maneras: aumentado el tamaño de la 
cápsula sin cambiar el tamaño del cuerpo celular o aumentando el tamaño de ambas 
estructuras formando lo que se ha denominado células gigantes. Estos cambios hacen que 
la población de levaduras en el pulmón sea muy heterogénea, encontrándose células de 
tamaño normal o de tamaño mucho más grande, lo cual contribuye a evadir la respuesta 
inmune. 
1.6.1 Cambios de tamaño de la cápsula 
El aumento de tamaño de la cápsula de C. neoformans es uno de sus rasgos más 
característicos y puede observarse in vitro en diferentes medios (Littman, 1958; Vartivarian 
et al., 1993; Granger et al., 1985; Zaragoza et al., 2003a; Zaragoza and Casadevall, 2004). 
En medios ricos, el tamaño de la cápsula es de 1-2 micras, pero hay condiciones que 
inducen un aumento drástico de su tamaño. Este fenómeno fue descrito por primera vez en 
los años 50 (Littman, 1958). Posteriormente, se demostró que el CO2 y la limitación de hierro 
inducen el crecimiento de la cápsula (Granger et al., 1985; Vartivarian et al., 1993). Más 
recientemente, se han descrito otros factores que inducen este proceso, como el suero de 
mamífero, medios con baja concentración de nutrientes a pH neutro o el manitol (Guimaraes 
et al., 2010; Zaragoza et al., 2003a; Zaragoza and Casadevall, 2004). Por el contrario, 
factores como la presión osmótica o altas concentraciones de glucosa reducen el tamaño de 
la cápsula (Dykstra et al., 1977; Farhi et al., 1970; Jacobson et al., 1989). Se conoce muy 
poco sobre la regulación y los mecanismos moleculares responsables de este fenómeno 
(Zaragoza et al., 2009; O'Meara and Alspaugh, 2012; Doering, 2009; Kumar et al., 2011). 
Hasta el momento, se han encontrado dos reguladores de la transcipción necesarios para 
inducir el aumento de tamaño de la cápsula: Gat201 y Ada2 (Liu et al., 2008; Haynes et al., 
2011). Mutantes carentes de la proteína Gat201 tienen cápsula, pero no aumentan el 
tamaño de la misma al transferir las células a medios inductores, lo que sugiere que este 
regulador está involucrado en el crecimiento capsular. Además, se ha demostrado que 
mutantes gat201 producen más melanina que la cepa silvestre. Se cree que este regulador 
inhibe la fagocitosis por macrófagos a través de un mecanismo independiente de la cápsula, 
ya que mutantes gat201 son fagocitados más eficientemente que la cepa silvestre (Liu et al., 
2008). 
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El crecimiento de la cápsula ocurre principalmente en la fase G1 del ciclo celular 
(Garcia-Rodas et al., 2014). Se sabe que el aumento de tamaño de la cápsula requiere la 
acumulación de una cantidad importante de nuevo polisacárido (Pierini and Doering, 2001; 
Zaragoza and Casadevall, 2006). Se ha estimado que el aumento de peso de las células 
debido al crecimiento de la cápsula es alrededor del 20 % del peso total de la célula, y este 
fenómeno ocurre en unas pocas horas (Maxson et al., 2007b). Este hecho sugiere que es un 
proceso costoso energéticamente para la célula, lo cual es particularmente significativo, ya 
que el aumento de tamaño de la cápsula suele producirse en condiciones limitantes de 
nutrientes. 
El crecimiento capsular es una de las primeras respuestas de C. neoformans tras 
alojarse en los pulmones. Por este motivo, se considera una respuesta morfológica 
temprana (Feldmesser et al., 2001). Además, en pacientes con meningitis criptocócica, la 
presión intracraneal está directamente relacionada con el tamaño de la cápsula de las 
levaduras presentes en el líquido cefalorraquídeo (Robertson et al., 2014). Las células con 
cápsula de mayor tamaño son más resistentes a factores de estrés, como radicales libres o 
péptidos antimicrobianos (Zaragoza et al., 2008), lo que sugiere un mecanismo que permite 
la supervivencia de C. neoformans dentro de los macrófagos. Además, este fenómeno es 
importante para evadir la fagocitosis mediada por complemento por parte de los macrófagos 
(Zaragoza et al., 2003b). 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1.1. Visualización de la cápsula de C. neoformans. Células de C. neoformans suspendidas en tinta 
china, en las que la cápsula se observa como un halo blanco alrededor de la célula. El panel izquierdo muestra 
células con cápsula pequeña (incubadas en Sabouraud), y en el panel derecho células con cápsula grande 
(inoculadas en medio inductor, 10% de Sabouraud tamponado a pH 7,3). 
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1.6.2 Formación de células gigantes 
Otro cambio morfológico característico de C. neoformans ocurre cuando hay un 
crecimiento masivo no solo de la cápsula, sino también del cuerpo celular. De esta manera, 
pueden formarse blastoconidias de un tamaño superior a 30 micras, que se denominan 
células “gigantes” o “titanes”, aunque pueden llegar a alcanzar hasta 70-100 micras 
(Feldmesser et al., 2001; Okagaki et al., 2010; Zaragoza et al., 2010; Zaragoza and Nielsen, 
2013). Este cambio se considera una respuesta morfológica tardía, ya que se observan al 
cabo de varios días de infección. Estas células se habían descrito ocasionalmente en 
muestras clínicas (Wang et al., 2014; Love et al., 1985), pero no fueron caracterizadas en 
detalle hasta el año 2010 (Okagaki et al., 2010; Zaragoza et al., 2010). Las células gigantes 
son poliploides, tienen una pared celular engrosada y poseen una cápsula más densa que 
las células de tamaño normal (Okagaki et al., 2010; Zaragoza et al., 2010). Por otra parte, 
estas células pueden proliferar y dar lugar a una progenie de tamaño normal (Garcia-Rodas 
et al., 2011; Zaragoza et al., 2010). Las células gigantes y su progenie son más resistentes a 
factores de estrés (Gerstein et al., 2015), lo que proporciona un mecanismo de adaptación al 
huésped y evasión de la respuesta inmune.  
1.6.2.1 Factores que favorecen la formación de células gigantes 
Aunque la formación de células gigantes no se ha caracterizado en detalle, se han 
descrito algunos factores que favorecen su formación. En general, se sabe que es un 
mecanismo complejo, en el cual no solo participan determinadas rutas de transducción del 
microorganismo, sino que el ambiente del huésped es también determinante para su 
formación.  
1.6.2.1.1 Rutas implicadas en la formación de células gigantes 
La principal ruta que se ha relacionado con la formación de células gigantes es la 
señalización a través del AMPc, ya que mutantes de la adenilato ciclasa no forman estas 
células (Zaragoza et al., 2010). Se han descrito dos receptores acoplados a proteínas G que 
son importantes para la inducción de las células gigantes: Ste3a (receptor de feromona α) y 
la proteína Gpr5. Ambos receptores controlan la formación de células gigantes a través de 
elementos de la ruta del AMPc. La señalización por este metabolito regula la actividad del 
factor de transcripción Rim101 (Okagaki et al., 2011), el cual es necesario para inducir 
células gigantes. Otras proteínas reprimen el crecimiento celular, como las proteínas Gap1, 
Cnc1560, Cdc420, GTPasa Rho104 y la ciclina G1/S Pcl 103 (Okagaki et al., 2011). Por otra 
parte, se ha visto que mutantes de fosfolipasa C pueden formar células gigantes dentro de 
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los macrófagos (Evans et al., 2015), lo que sugiere que en determinadas situaciones estas 
células pueden contribuir a la supervivencia intracelular de esta levadura. 
1.6.2.1.2 Factores del huésped involucrados en la formación de células gigantes 
Un aspecto poco conocido es qué función tienen las células gigantes durante la 
infección y qué factores del huésped regulan esta transición. Las células gigantes 
contribuyen a la permanencia de la levadura en el pulmón ya que no pueden ser fagocitadas 
o eliminadas. Además, inhiben la fagocitosis de otras células de tamaño regular e inducen 
una respuesta inmune de tipo Th2 (Crabtree et al., 2012; Okagaki and Nielsen, 2012). Se ha 
demostrado que la proporción de este tipo de células es particularmente alta en modelos de 
infección asintomática, lo que podría indicar que estas células participan en la fase de 
latencia (Zaragoza et al., 2010). Además, en ratones knockout rag1 (que no producen 
anticuerpos IgM), las células de C. neoformans son de mayor tamaño que en ratones 
silvestres (Szymczak et al., 2013), lo que sugiere que la formación de células gigantes 
responde a factores de la respuesta inmune.  
Por otra parte, los fosfolípidos (en particular la fosfatidilcolina), pueden desencadenar 
la formación de este tipo de células in vitro (Chrisman et al., 2011). Además, La proporción 
de estas células aumenta cuando se realiza una coinfección con cepas de alelos sexuales 
MATa y MATα (Okagaki et al., 2010), lo que indica que el tipo sexual juega un papel 
importante en la inducción de las células gigantes. 
En resumen, la capacidad de C. neoformans para cambiar el tamaño celular durante 
la infección refleja que este microorganismo posee un programa morfogenético peculiar que 
le confiere adaptación al huésped y contribuye a la enfermedad. A pesar de su importancia y 
de ser cambios muy característicos asociados a la infección, su papel en virulencia y los 
mecanismos que los regulan no han sido todavía caracterizados.  
1.7 Respuesta inmune frente a C. neoformans 
La comprensión de la enfermedad causada por C. neoformans requiere el 
conocimiento de la respuesta inmune desarrollada por el huésped (Rohatgi and Pirofski, 
2015). En general, la respuesta inmune se compone de respuesta innata y adaptativa. En 
ambos casos, hay componentes solubles (denominada respuesta humoral), y celulares 
(respuesta celular). A continuación, se describe brevemente como participan en la defensa 
frente a C. neoformans los principales elementos de cada tipo de respuesta inmune.  
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1.7.1 Papel de la respuesta innata frente a C. neoformans 
La primera línea de defensa contra C. neoformans está formada por las barreras 
superficiales, como la piel y las mucosas. Algunos componentes de la defensa innata de 
estas barreras, como la saliva, tienen actividad contra C. neoformans (Baum and Artis, 1961; 
Igel and Bolande, 1966). Además, la inmunidad innata está compuesta por las proteínas del 
complemento y péptidos antimicrobianos (respuesta humoral) y células fagocíticas 
(respuesta celular).  
1.7.1.1 Respuesta humoral: complemento y péptidos antimicrobianos 
El complemento está compuesto por un grupo de proteínas solubles en la sangre 
que se activan mediante una cascada de proteólisis en respuesta a agentes exógenos. 
Como resultado de esta proteólisis, se produce la unión covalente de algunas de estas 
proteínas a la superficie de partículas extrañas, que pueden inducir la formación de poros en 
la membrana de microorganismos, o inducir su fagocitosis. Cryptococcus neoformans activa 
el sistema del complemento principalmente a través de la vía alternativa que conduce a la 
deposición de C3 sobre la cápsula (Diamond et al., 1974). Esta proteína es una de las 
principales opsoninas que inducen la fagocitosis de C. neoformans (Zaragoza et al., 2003a; 
Diamond et al., 1974). También se ha observado que anticuerpos que se unen a la cápsula 
promueven la activación de la vía clásica del complemento (Gates and Kozel, 2006; Pirofski, 
2006). Además, la lectina de unión a manosas (MBL) puede unirse a la pared celular de 
C. neoformans y activar el complemento a través de la vía de las lectinas (van Asbeck et al., 
2008). Se ha demostrado que animales deficientes en complemento son más susceptibles a 
la infección (Rhodes et al., 1980) y que las proteínas del complemento están reducidas en 
pacientes con fungemia criptococócica (Macher et al., 1978).  
Los péptidos antimicrobianos (AMPs, de sus siglas en inglés) son proteínas de bajo 
peso molecular con actividad antimicrobiana contra bacterias, virus y hongos (Izadpanah 
and Gallo, 2005). Estos péptidos han sido estudiados como posibles agentes 
antimicrobianos terapéuticos debido a su amplio espectro de actividad y por la baja 
capacidad de los microorganismos de desarrollar resistencia. Hay estudios que muestran 
que la protección contra C. neoformans está asociada a un aumento en la producción de 
AMPs (Wozniak et al., 2014). La IL-17A junto con la IL-22 inducen la producción de AMPs y 
proteínas de fase aguda como β-defensinas, S100A8, S100A9, lipocalina-2 y la proteína 
amiloide sérica A3 (SAA3) en células epiteliales bronquiales (Aujla et al., 2008; Gessner et 
al., 2012; Kolls et al., 2008; Liang et al., 2006; Wolk et al., 2004). S100A8 y S100A9 forman 
un heterodímero llamado calprotectina (Lagasse and Clerc, 1988; Odink et al., 1987; Zwadlo 
et al., 1988) que está involucrado en el reclutamiento de neutrófilos (Aujla et al., 2008; Kolls 
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et al., 2008; Liang et al., 2006) y tiene actividad fungiestática frente a C. neoformans 
(Mambula et al., 2000; McCormick et al., 2010; Urban et al., 2009).  
1.7.1.2 Respuesta celular: macrófagos, neutrófilos y células dendríticas 
En el pulmón, los macrófagos y neutrófilos alveolares constituyen la primera línea de 
defensa para la contención y eliminación de la infección. El hecho de que C. neoformans 
sea un patógeno intracelular facultativo indica que la interacción con los macrófagos 
alveolares (MAs) es uno de los factores más relevantes para entender la infección. La 
depleción de MAs en ratones retrasa la diseminación de C. neoformans y mejora la 
supervivencia de los animales, lo que sugiere que los MAs promueven el crecimiento del 
hongo y su diseminación (Kechichian et al., 2007). Sin embargo, la depleción de macrófagos 
es perjudicial en ratas (Shao et al., 2005), lo que indica que la función de los MAs varía 
según las especies. Los macrófagos pueden promover un tipo de respuesta Th1 y sirven 
como células presentadoras de antígeno (APC) a los linfocitos T (Vecchiarelli et al., 1994). 
Los MAs pueden mejorar o controlar la patogénesis de C. neoformans dependiendo del 
estado inmune del huésped (McQuiston and Williamson, 2012). La respuesta del huésped a 
C. neoformans se correlaciona con una polarización de macrófagos (Davis et al., 2013). Una 
respuesta inmune de tipo Th1 resulta en una polarización a macrófagos M1 (clásicos, 
proinflamatorios), los cuales tienen una fuerte actividad fungicida (Arora et al., 2005; 
Hardison et al., 2010; Zhang et al., 2009). Sin embargo, una respuesta de tipo Th2 da lugar 
a una polarización a macrófagos M2 (alternativos, antiinflamatorios), que no pueden 
contener la replicación de C. neoformans (Arora et al., 2005; Zhang et al., 2009; Osterholzer 
et al., 2009).  
Por otra parte, los neutrófilos también participan en la defensa frente a 
C. neoformans por su actividad antifúngica y porque favorecen la formación de granulomas 
(Mambula et al., 2000; Kozel et al., 1987; Miller and Mitchell, 1991). Además, producen 
AMPs (defensinas) que son citotóxicos para C. neoformans (Alcouloumre et al., 1993). Sin 
embargo, la neutropenia altera la producción de citoquinas en los ratones y reduce su 
susceptibilidad a una infección pulmonar por C. neoformans (Mednick et al., 2003). La 
ausencia de neutrófilos en el pulmón en los estadios iniciales de la infección parece alterar 
la respuesta inflamatoria y confiere beneficios al huésped. Por ello, se piensa que los 
neutrófilos juegan un papel regulador importante en el establecimiento del equilibrio de la 
respuesta Th1/Th2 durante la criptococosis (Mednick et al., 2003). 
Además, las células dendríticas (CD), que están especializadas en la presentación 
de antígeno y regulación de la producción de citoquinas, también participan en la defensa 
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frente a C. neoformans, ya que presentan actividad antifúngica directa frente a este hongo 
(Crowley et al., 1990).  
1.7.2 Papel de la respuesta adaptativa 
La respuesta adaptativa está compuesta principalmente por linfocitos (respuesta 
celular) y anticuerpos y citoquinas (respuesta humoral). La aparición de la enfermedad en 
individuos con deficiencia de linfocitos T CD4 destaca el papel de la inmunidad adaptativa 
frente a C. neoformans. Sin embargo, existen evidencias de que los anticuerpos (Abs) 
pueden conferir protección en infección experimental (Casadevall, 1998; Fleuridor et al., 
1998; Mukherjee et al., 1993). 
1.7.2.1 Respuesta humoral: anticuerpos y citoquinas 
La concentración de anticuerpos circulantes (Abs) tanto en animales con infección 
experimental como en humanos con criptococosis es normalmente baja, ya que el GXM 
inhibe su producción (Casadevall and Scharff, 1991; Deshaw and Pirofski, 1995; Diamond 
and Bennett, 1974; Kozel et al., 1977; Murphy and Cozad, 1972). Por esta razón, el papel de 
los Abs en la defensa contra este patógeno es incierto. La administración de anticuerpos 
monoclonales (mAbs) frente a la cápsula altera la enfermedad causada por C. neoformans 
en ratones (Dromer et al., 1987; Fleuridor et al., 1998; Mukherjee et al., 1992; Sanford et al., 
1990), y pueden conferir protección o favorecer la enfermedad dependiendo de la 
especificidad e isotipo del Ab, de la cepa de ratón y de la carga fúngica (Maitta et al., 2004; 
Taborda et al., 2003; Shapiro et al., 2002; Beenhouwer et al., 2001; Yuan et al., 1995; 
Mukherjee et al., 1992). Hay estudios que sugieren que los Abs no protectores dominan la 
respuesta de Abs en la infección por C. neoformans (Zaragoza and Casadevall, 2004). 
Por otro lado, las citoquinas son proteínas secretadas que regulan la actividad de 
otros tipos celulares. Estos mediadores juegan un papel fundamental en la regulación y 
polarización del sistema inmune. En el caso de C. neoformans, se requieren citoquinas de 
tipo Th1 y de tipo Th17 para mediar una respuesta protectora. La respuesta de tipo Th1 es 
promovida por la IL-12 y el interferón gamma (IFN-γ). Estas citoquinas, junto con la citoquina 
proinflamatoria TNF-α, se han asociado con la eliminación del microorganismo y mayor 
protección (Koguchi and Kawakami, 2002; Zhang et al., 2009). La respuesta de tipo Th17 es 
promovida por las citoquinas IL-17, IL-6 e IL-23. Al igual que con las citoquinas de tipo Th1, 
las citoquinas IL-17, IL-22 e IL-23 han sido asociadas con protección frente a la infección 
(Wozniak et al., 2011; Zhang et al., 2009). En cambio, un tipo de respuesta Th2, promovida 
por las citoquinas IL-4, IL-5, IL-10 e IL-13, se han asociado con un agravamiento de la 
enfermedad en modelos animales (Muller et al., 2007).  
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1.7.2.2 Respuesta celular: linfocitos B y T 
La defensa contra C. neoformans depende en gran medida de una respuesta 
adaptativa mediada por células T (CD4 y CD8) (Hill and Harmsen, 1991; Huffnagle et al., 
1994; Huffnagle et al., 1991; Kawakami et al., 1996; Kawakami et al., 1999; Mody et al., 
1990). Cryptococcus neoformans infecta a individuos inmunosuprimidos, principalmente 
pacientes VIH+, con un recuento de linfocitos CD4 por debajo de 50 células/µL (Andama et 
al., 2013; Jarvis et al., 2013). También se ha observado esta infección en pacientes con 
linfocitopenia de CD4 idiopática, caracterizada por el bajo recuento de este tipo de células 
sin evidencia de infección por VIH. Estos resultados han sido confirmados en modelos 
animales, en los que se ha comprobado que la depleción de linfocitos CD4 aumenta la 
sensibilidad a la infección por C. neoformans (Huffnagle et al., 1991; Mody et al., 1990; Hill 
and Aguirre, 1994; Buchanan and Doyle, 2000). Además, las células CD4 son necesarias 
para el reclutamiento de macrófagos y granulocitos en los pulmones durante la infección 
(Huffnagle et al., 1994).  
Las células CD8 también juegan un papel importante en la respuesta inmune contra 
C. neoformans (van de Veerdonk and Netea, 2010). Estos linfocitos causan la muerte del 
hongo mediante la producción de granulisina (Ma et al., 2002). La depleción in vivo de 
células CD8 reduce la supervivencia de ratones infectados (Mody et al., 1994). Además, 
estas células producen IFN-γ, lo cual contribuye a limitar el crecimiento y la supervivencia de 
C. neoformans en macrófagos (Lindell et al., 2005). 
Por otra parte, numerosos estudios indican que los linfocitos B participan en la 
defensa contra la criptococosis experimental, aunque su función sigue siendo motivo de 
controversia (Subramaniam et al., 2010a; Rohatgi and Pirofski, 2012; Szymczak et al., 
2013). En el primer estudio en el que se utilizó un modelo de depleción de linfocitos B no se 
observaron diferencias en la sensibilidad de los animales infectados con C. neoformans en 
comparación con los ratones silvestres (Monga et al., 1979). Sin embargo, estudios 
posteriores indican que ratones KO deficientes de células B son más sensibles a la infección 
por C. neoformans (Rivera and Casadevall, 2005). Por otra parte, las células B fueron el tipo 
de células predominante en los pulmones de ratones A/JCr infectados con C. neoformans 
(Feldmesser et al., 2002), lo que sugiere que estas células participan en la respuesta frente 
a este microorganismo, aunque se requieren futuros estudios para elucidar el papel de los 
linfocitos B y anticuerpos durante la criptococosis.  
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2 JUSTIFICACIÓN Y OBJETIVOS 
Cryptococcus neoformans es una levadura de especial interés para estudiar la 
virulencia fúngica ya que expresa varios factores de virulencia que causan daño al 
huésped. Además, también ha desarrollado múltiples mecanismos que le permiten 
adaptarse y evadir la respuesta inmune del huésped. En esta tesis doctoral nos hemos 
centrado en el estudio de la morfogénesis en C. neoformans, ya que contribuye a la 
virulencia, y confiere ventajas al hongo durante la infección. Para ello, hemos utilizado un 
abordaje multidisciplinar, en el cual no solo hemos intentado caracterizar los mecanismos 
que regulan la morfogénesis (crecimiento de la cápsula y formación de células gigantes), 
sino que también hemos tratado de investigar como la respuesta inmune influye en la 
morfogénesis de C. neoformans. 
En este trabajo nos propusimos los siguientes objetivos: 
2.1 Caracterizar la dinámica de la síntesis y crecimiento capsular en C. neoformans y 
estudiar la virulencia de mutantes que no pueden aumentar el tamaño de la cápsula.  
2.2 Definir factores que inducen la formación de células gigantes en condiciones in vitro. 
2.3 Identificar genes que cambian su expresión durante la formación de células gigantes 
usando secuenciación masiva del ARN. 
2.4 Estudiar la influencia de factores del huésped en la formación de células gigantes. 
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3 MATERIAL Y MÉTODOS 
3.1 Microorganismos y técnicas microbiológicas 
3.1.1 Cepas de Cryptococcus. 
En la mayoría de los experimentos realizados en este trabajo se utilizó la cepa de 
C. neoformans var. grubbi H99 (ATCC 208821) (Perfect et al., 1980). También se han 
utilizado las cepas de C. neoformans var. neoformans B3501 (Kwon-Chung, 1976) y 
C. neoformans var. grubii KN99 (Nielsen et al., 2003). Además, se utilizaron aislados 
clínicos de C. neoformans y C. gattii disponibles en la colección de levaduras del Servicio 
de Micología del Centro Nacional de Microbiología (CNM). Por último, se han utilizado 
diferentes mutantes obtenidos de la colección depositados en la ATCC (Colección 
Americana de Cultivos Tipo) por el Dr. Madhani (Liu et al., 2008). Todas las cepas 
utilizadas en este trabajo se muestran en la tabla 3.1. 
3.1.2 Medios de cultivo y condiciones de crecimiento 
Las levaduras se conservaron en 30 % de glicerol con Sabouraud (Oxoid, Reino 
Unido) a -80 ºC, y se recuperaron en medio Sabouraud sólido a 30 ºC. 
Las levaduras se cultivaron en medio Sabouraud líquido a 30 ºC con una 
agitación de 150 r.p.m. También se utilizó medio mínimo YNB (Dickinson and Company, 
Le pont de Glaix, Francia) suplementado con glucosa o galactosa al 2 %. Para la 
preparación de medios sólidos, se añadió 1,5 % de agar bacteriológico (Difco). 
Para la inducción de la cápsula de C. neoformans se utilizó 10 % de Sabouraud 
tamponado a pH 7,3 con MOPS 50 mM (ácidomorfolinopropanosulfónico, Sigma-Aldrich; 
St. Louis, Missouri, USA), a 37 ºC durante una noche (Zaragoza and Casadevall, 2004). 
En algunos experimentos, este medio se preparó sustituyendo el 10% de Sabouraud por 
peptona 0,2 % + galactosa 0,4 %. 
Para la obtención de células gigantes in vitro, las levaduras se inocularon en un 
medio que hemos definido como TCM (de las siglas en inglés Titan Cell Medium) y que 
contiene 5 % de Sabouraud, 5 % suero bovino fetal (FBS) tamponado con 50 mM de 
MOPS y suplementado con azida de sodio 15 μM a pH 7,3. Las células se incubaron a 
37 ºC en una atmósfera enriquecida con 5 % de CO2 durante una noche. 
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Tabla 3.1. Listado de cepas utilizadas en este trabajo. 
 
3.1.3 Crecimiento en medio sólido 
Se prepararon suspensiones de levaduras a una concentración de 106 células/mL 
en PBS. Se realizaron diluciones seriadas 1/10 en el mismo tampón y se inocularon 10 µL 
de cada una de ellas sobre placas de medio sólido por duplicado. Las placas se 
incubaron durante 48 ó 72 horas a 30 ó 37 ºC. Las placas se observaron y se tomaron 
fotos a diario usando una cámara digital (D60 Nikon). 
 
Especie 
 
Cepa 
 
Referencia 
 
 
 
 
 
C. neoformans  
var. grubii 
(serotipo A) 
 
 
H99 (ATCC 20882) 
 
Perfect et al., 1980 
CL-5659 Servicio de Micología (CNM) 
3259 KN99 (MATa) Guilhem Janbon (Institut Pasteur) 
3260 KN99 (MATα) Guilhem Janbon (Institut Pasteur) 
gat201 Liu et al., 2008 
cln1 (CNAG_06092) Liu et al., 2008 
cln1::CLN1 García-Rodas et al., 2014 
car1 (CNAG_02500) Guilhem Janbon (Institut Pasteur) 
gtl1 (CNAG_03648) Guilhem Janbon (Institut Pasteur) 
can1 (NE 411) Guilhem Janbon (Institut Pasteur) 
can2 (NE 417) Guilhem Janbon (Institut Pasteur) 
RPC3 (cac1:::URA5) Alspaugh et al., 2002 
RPC7 (cac1::URA5/CAC1) 
 
Alspaugh et al., 2002 
 
 
 
C. neoformans 
 var. neoformans 
(serotipo D) 
 
 
ATCC 24067 
 
American Type Culture Collection, 
B3501 Kwon-Chung, 1976 
CL-6435 Servicio de Micología (CNM) 
CL-6760 Servicio de Micología (CNM) 
JEC20 Sheng Sun and Jianping Xu, 2007 
JEC21 Sheng Sun and Jianping Xu, 2007 
NE 822 Wollschlaeger et al., 2014 
NE 824 Wollschlaeger et al., 2014 
C538 (cap59) Chang et al., 1995 
cap60 (CNAG_00600) 
 
Chang and Kwon-Chung, 1998 
 
C. neoformans 
híbrido 
(serotipo A/D) 
 
CL-4041  
 
Servicio de Micología (CNM) 
CL-4840 Servicio de Micología (CNM) 
CL-5706 Servicio de Micología (CNM) 
CL-6434 
 
Servicio de Micología (CNM) 
 
 
C. gattii 
(serotipo B/C) 
 
 
NIH 191 
 
NIH, Bethesda, Maryland 
NIH 198 NIH, Bethesda, Maryland 
CBS-10514 (R265) Kidd et al., 2004 
CBS-10865 (R272) 
 
Kidd et al., 2004 
 Material y métodos 
31 
3.1.4 Técnicas microbiológicas 
3.1.4.1 Curvas de crecimiento 
Para caracterizar el crecimiento de las levaduras, las células se inocularon en 
Sabouraud líquido a 30 ºC con agitación durante una noche. Los cultivos se lavaron y 
suspendieron en PBS y la concentración celular se determinó con un hemocitómetro o un 
contador de células automático (TC20 Automated Cell Counter, Bio Rad). A continuación, 
se preparó una suspensión de células a una concentración de 2x105 células/mL en 
diferentes medios dependiendo del experimento. De esta suspensión se inocularon 170 
µL por triplicado en placas de microdilución de 96 pocillos (Costar, Nueva York) que se 
incubaron a 30 y 37 ºC en un espectofotómetro Labsystems iEMS Reader MS 
(Thermofisher). La densidad óptica (D.O.) a 540 nm se registró cada hora durante 48 o 72 
horas. Los datos se analizaron con Graph Pad Prism 6 y los resultados se representaron 
mediante gráficas (D.O. vs. tiempo). 
3.1.4.2 Fijación de células 
La fijación de células se realizó con p-formaldehído al 4 % (Sigma-Aldrich; St. 
Louis, Missouri, USA) preparado en PBS. Para la fijación, se prepararon suspensiones de 
células a una concentración de 106 células/mL, se centrifugaron a 3.000 g durante 3 
minutos y se eliminó el sobrenadante. A continuación, el sedimento se resuspendió en 
500 µL de p-formaldehído al 4 % y se incubó a temperatura ambiente durante 40 minutos. 
Por último, se centrifugó de nuevo a 3.000 g durante 3 minutos y se suspendieron las 
células en 200 µL de PBS. Las muestras se conservaron a 4 ºC hasta su utilización. 
3.2 Tinciones 
3.2.1 Tinción negativa con tinta china 
Para visualizar la cápsula de C. neoformans, se depositaron 10 µL de las 
suspensiones celulares sobre un portaobjetos y se añadió una gota de tinta china (Remel 
Bactidrop, Lenexa, Kansas). A continuación, se colocó un cubreobjetos de 24x40 mm 
(Menzel-Gläser) sobre el portaobjetos y finalmente se observó al microscopio óptico Leica 
DMI 3000B. La cápsula de C. neoformans se observó como un halo blanquecino 
alrededor del cuerpo celular debido a la exclusión de la tinta china.  
3.2.1.1 Medida del tamaño celular y capsular 
Para la medida del tamaño celular y de la cápsula se tomaron fotos de las 
preparaciones descritas en el apartado anterior utilizando una cámara Leica DFC 300FX 
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conectada a un microscopio Leica DMI 3000B usando el software Leica Application Suite 
(Leica Microsystems). Las imágenes se procesaron con el programa Adobe Photoshop 
7.0 (San José, California). El tamaño total de la célula se definió como el diámetro de la 
célula incluyendo la cápsula. El tamaño de la cápsula se calculó como la diferencia entre 
el tamaño total de la célula y el tamaño del cuerpo celular definido por la pared celular. 
3.2.2 Tinción de la pared celular con calcofluor 
Para visualizar la pared celular se utilizó calcofluor (Sigma-Aldrich, St. Louis, 
Missouri), el cual se une a la quitina y emite fluorescencia azul. Para ello, una suspensión 
de aproximadamente 106 células/mL en PBS se incubó con calcofluor (10 µg/mL) durante 
30 minutos a 37 ºC en oscuridad. Trascurrido ese tiempo las células se lavaron 2 veces 
con 100 µL de PBS y se centrifugaron a 3.000 g durante 3 minutos. Finalmente, las 
células se resuspendieron en 100 µL de PBS y se observaron al microscopio de 
fluorescencia Leica DMI 3000B. 
3.2.3 Inmunofluorescencia indirecta de la cápsula 
En algunos experimentos, la cápsula se visualizó mediante inmunofluorescencia 
indirecta (IFI). Para ello, en primer lugar se marcó la pared celular con calcofluor tal y 
como se describe en el apartado anterior. A continuación, las células se lavaron 2 veces 
con PBS + seroalbúmina bovina 1 % (BSA). Las levaduras se suspendieron en el mismo 
tampón y se incubaron con el anticuerpo primario de ratón 2H1 (IgG1, 10 µg/mL) 
(Casadevall et al., 1992), el cual se une al GXM de la cápsula. La células se incubaron 
durante 1 hora a 37 ºC y posteriormente se lavaron dos veces con 100 µL de PBS + BSA 
1 % y se centrifugaron a 3.000 g durante 3 minutos. Tras suspender las células en 100 µL 
de PBS + BSA 1 %, se añadió el anticuerpo secundario de cabra anti-IgG de ratón 
conjugado con FITC (Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri) a una concentración final de 10 
µg/mL y se incubaron nuevamente 1 hora a 37 ºC protegidas de la luz. Finalmente, las 
células se lavaron dos veces con 100 µL de PBS + BSA 1 %, se centrifugaron a 3.000 g 
durante 3 minutos, y se suspendieron en 100 µL de PBS. Las células se observaron en 
un microscopio óptico de fluorescencia (Leica DMI 3000B). 
3.3 Inhibidores de la fosforilación oxidativa 
Los inhibidores de la fosforilación oxidativa utilizados en este trabajo se muestran 
en la tabla 3.2, así como las concentraciones que se evaluaron y los solventes en los que 
fueron preparados (Alonso-Monge et al., 2009). La Antimicina A y Oligomicina se 
almacenaron a -20 ºC y el resto a temperatura ambiente. Las soluciones de trabajo se 
prepararon al 2x, en cámara química de gases, con guantes y máscara facial protectora.  
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Tabla 3.2. Inhibidores de la fosforilación oxidativa y soluciones stock utilizadas en este trabajo. Todos 
ellos se adquirieron a Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri. 
 
3.3.1 Evaluación del potencial de membrana mitocondrial 
El potencial de membrana mitocondrial (Δψm) se evaluó usando la sonda 
fluorescente Rodamina 123 (Invitrogene), la cual se internaliza y se acumula en el interior 
de la mitocondria por un proceso dependiente del potencial de membrana. Las levaduras 
se inocularon en Sabouraud líquido. Las células fueron recogidas por centrifugación a 
3.000 g, lavadas con PBS y suspendidas en medio de inducción de la cápsula a una 
concentración de 106 células/mL. Diez mL de estas suspensiones se incubaron durante 3, 
6 y 24 horas a 37 ºC. Una vez trascurrido cada tiempo, se tomaron 500 µL del inóculo y 
se prepararon en un tampón 50 mM de citrato de sodio y glucosa al 2 % y se agregó 
Rodamina 123 a una concentración de 35 µM. Las muestras se incubaron durante 30 
minutos a temperatura ambiente y protegidas de la luz. A continuación, la intensidad de 
fluorescencia de las células fue cuantificada en un citómetro de flujo FACS Calibur (BD) 
en el canal FL-3, con los programas CellQuest (BD, Biosciences) y FlowJo (Tree star Inc 
OR, USA). 
3.4 Obtención de células gigantes para realizar la secuenciación masiva del 
ARN (RNAseq) in vitro y condiciones de elutriación 
Para la obtención de células gigantes in vitro, las levaduras se inocularon en 10 
mL de Sabouraud líquido (Oxoid, Reino Unido) con azida de sodio 15 µM (preparada en 
PBS estéril) a 30 ºC con una agitación de 150 r.p.m durante una noche. A continuación, 
las células fueron recogidas mediante centrifugación a 3.000 g durante 3 minutos en una 
Inhibidor Solvente 
 
Concentraciones a 
evaluar 
 
Solución 
stock 
Antimicina A Etanol (96%) 
3,6-1,8-0,9-0,45-0,22 
µM 
1,82 mM 
Cianuro potásico (KCN) H2O 20-10-5-2,5-1,25 mM 80 mM 
ácido salicilhidroxámico 
(SHAM) 
Etanol (96%) 4-2-1-0,5-0,25 mM 160 mM 
Oligomicina Etanol (96%) 
15,16-7,58-3,79-1,89-
0,94 µM 
1,26 mM 
Azida de sodio (NaN3) H2O 
7,6-3,8-1,9-0,95-0,47 
mM 
150 mM 
Rotenona DMSO 
(100%) 
250-125-62,5-31,25- 
15,6 µM 
100mM 
Material y métodos  
34 
centrífuga Hermle z400K. Se prepararon suspensiones celulares a una concentración de 
108 células/mL. Las células se incubaron a 37 ºC y a 150 r.p.m durante 3 días como se 
detalla a continuación. Diariamente, los cultivos fueron centrifugados y lavados como se 
ha descrito previamente y 50 µL fueron re-inoculados en 10 mL de medio fresco TCM en 
Erlenmeyer de 100 mL. El último día, se re-inoculó 1 mL de los cultivos en 100 mL de 
medio TCM para conseguir una mayor cantidad de células gigantes. En paralelo, las 
células se inocularon en medio Sabouraud líquido con azida de sodio 15 μM y se 
cultivaron en las mismas condiciones como control de células de tamaño normal. Algunos 
de los experimentos con células gigantes se realizaron en placas de microdilución de 96 
pocillos (Costar, Nueva York) con una concentración de células de 104 células/mL y 
fueron incubadas a 37 ºC con CO2 durante 24 horas. 
La elutriación es un proceso de separación de células según su tamaño, forma o 
densidad, ampliamente utilizado en experimentos de análisis de ciclo celular. 
 
 
 
 
 
Figura 3.1. Sistema de elutriación. Figura modificada de Gaspar Banfalvi (2008). La fuerza centrífuga y la 
fuerza de flujo actúan en dirección opuesta. a, b y c ilustran los principios de la elutriación. a) la suspensión 
de células entra en la cámara. b) la fuerza de centrifugación y la fuerza de flujo mantiene a las células dentro 
de la cámara. c) El aumento de la fuerza de flujo hace salir las células de menor tamaño en primer lugar 
seguidas de las células de mayor tamaño. 
 
Las suspensiones celulares se introdujeron en la cámara del elutriador Avanti® J 
Series instrument (Beckman Coulter) a 4 ºC y se centrifugaron a 2.228 g y una fuerza de 
flujo de 50 mL/min, donde se van depositando según su tamaño (ver figura 3.1). Las 
células se recogieron en diferentes fracciones de 100 mL en hielo incrementando 
gradualmente la velocidad de flujo. En todos los experimentos se recogieron un total de 
10 fracciones que fueron centrifugadas a 3.000 g. La eficacia de la elutriación fue 
confirmada por visualización al microscopio utilizando tinciones de tinta china como se 
describe en el apartado 3.2.1 y mediante citometría de flujo como se describe en el 
apartado 3.7.2. Aquellas fracciones que contenían células de similar tamaño se juntaron 
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para obtener mayor número de células. Las condiciones de elutriación se describen en la 
tabla 3.3. 
Tabla 3.3. Condiciones utilizadas en el proceso de separación de células gigantes mediante elutriación. 
Condiciones elutriación 
Fases 
Fracciones de 
recogida 
Velocidad de 
centifugación (g) 
Fuerza flujo 
(mL/min) 
Entrada de células - 2.228 50 
Salida de células 
Células 
pequeñas 
 
 
 
 
 
 
Células gigantes 
 
1 
 
2.121 
 
50 
2 1.786 50 
3 1.507 50 
4 1.284 50 
5 1.060 50 
6 837 50 
7 837 80 
8 670 80 
9 502 80 
10 279 80 
11 Parada 80 
 
3.5 Extracción de lípidos polares 
Para la extracción de lípidos de suero bovino fetal (HyClone-Perbio, Thermo 
Fisher Scientific), se tomó 1 ml de suero y se incubó con una mezcla de 
cloroformo/metanol en una proporción 2:1 durante 3 horas a temperatura ambiente en un 
agitador de mesa (IKA® Schuttler MTS4). A continuación, las muestras fueron 
centrifugadas a 13.800 g en una centrífuga Biofuge fresco (Heraeus). La fase superior 
(lípidos polares) fue transferida a tubos de 1,5 mL y se secaron en una centrífuga con 
vacío (SpeedVac Concentrator, Thermo electron corporation) durante 1 hora. Los 
precipitados fueron disueltos en 200 µL de PBS y guardados a 4 ºC hasta el momento del 
uso. 
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3.5.1  Purificación y efecto de fosfolípidos polares del suero en la formación de 
células gigantes 
Para evaluar el efecto de los fosfolípidos del suero en la formación de células 
gigantes, las levaduras crecieron durante una noche a 30 ºC en Sabouraud. Al día 
siguiente, se prepararon suspensiones de células a 104 y 106 células/mL en medio TCM 
en el que el suero se sustituyó por diferentes cantidades de fosfolípidos (diluciones 1:40, 
1:100 y 1:200 del extracto original). Como control se preparó el mismo medio con las 
mismas cantidades de PBS. En paralelo, se prepararon las suspensiones de células en 
Sabouraud y en medio TCM como control de crecimiento y de formación de células 
gigantes respectivamente. Estas suspensiones se inocularon por duplicado en placas de 
microdilución de 96 pocillos (170 µL por pocillo) y se incubaron a 37 ºC con 5 % de CO2 
durante una noche. Al día siguiente, se observaron con un microscopio Leica DMI 3000B. 
3.5.2 Evaluación del efecto del Farnesol en la formación de células gigantes 
Para evaluar el efecto del Farnesol (Sigma-Aldrich), se utilizó el protocolo descrito 
en (Cordeiro Rde et al., 2012) con algunas modificaciones. El farnesol se preparó a una 
concentración de 400 mM en 7,5 % de dimetil-sulfóxido (DMSO, Sigma-Aldrich). A 
continuación, se preparó una dilución de Farnesol en DMSO a una concentración de 15 
mM. Se hicieron diluciones seriadas 1/2 del Farnesol en DMSO a 3,75 % hasta una 
concentración final de 0,029 mM. Después, se hicieron diluciones 1/50 de cada dilución 
en placas de microdilución de 96 pocillos (Costar, Nueva York) con las levaduras (104 
células/mL) en Sabouraud y TCM (volumen final de 170 µL). Las placas fueron incubadas 
a 37 ºC con 5 % de CO2 durante 24 horas. De esta manera, el rango de concentraciones 
finales del farnesol analizadas en la formación de células gigantes fue de 300 µM a 0,5 
µM, manteniendo en todos los casos una concentración final de DMSO de 0,075 %. 
Como control, se llevaron pocillos con DMSO 0,075% tanto en TCM como en Sabouraud. 
Las placas se observaron en un microscopio Leica DMI 3000B. En otros experimentos, la 
placa se colocó en un espectofotómetro Labsystems iEMS Reader MS (Thermofisher), y 
se realizaron curvas de crecimiento tal y como se indica en el apartado 3.1.4.1. 
3.5.3 Visualización de la formación de células gigantes en tiempo real 
Para observar la formación de células gigantes in vitro en tiempo real se 
realizaron videos utilizando un microscopio Leica CTR 4000 que tenía una cámara 
acoplada que permitió incubar a 37 oC en una atmósfera de 5 % de CO2. Las levaduras 
se inocularon en medio TCM a 104 células/mL como se indica en el apartado 3.4, y se 
inocularon en placas de microdilución de 96 pocillos. Se tomaron fotos cada 3 minutos 
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durante 24 horas con el objetivo 20x y los videos generados se realizaron con el software 
LAS AF (Leica Microsystems) y se analizaron con el programa ImageJ (NIH; 
http://rsb.info.nih.gov/ij).  
3.6 Modelos de interacción con el huésped 
3.6.1 Modelo de ratón 
3.6.1.1 Cepas de ratón 
Se utilizaron ratones machos de 6-8 semanas de edad de las cepas CD1 (Charles 
River Laboratories), C57BL/6J (Estabulario del Centro Nacional de Microbiología, Instituto 
de Salud Carlos III o Charles River Laboratories) y knockout (KO) homocigoto para IL-
17A (Il17a
-/-) en fondo genético C57BL/6J (generados en el Centro de Medicina 
Experimental y Biología de Sistemas, Universidad de Tokio, Minato-Ku, Tokio, Japón). 
Los ratones Il17a
-/- pudieron ser utilizados en este proyecto gracias a la visita que se 
realizó al laboratorio de la Dra. Anna Vecchiarelli (Universidad de Perugia, Italia). 
Dependiendo del experimento, los animales se separaron en grupos de 5 o 6 ratones por 
jaula y se mantuvieron a 22-24 ºC. Se incluyeron casas, cilindros y virutas de cartón 
(Sodispan, España) como enriquecimiento ambiental. Todos los procedimientos utilizados 
fueron aprobados por el Comité de ética y bienestar animal del Instituto de Salud Carlos 
III (CBA2014_PA51) y de la Comunidad de Madrid (PROEX 330/14), tal y como requiere 
el Real Decreto 53/2013. 
3.6.1.2 Anestesia 
Los animales fueron anestesiados con una inyección intraperitoneal de una 
mezcla de Ketamina (Imalgene 1000 ®, 5 mg/mL) y Xilacina (Xilagesic 2 % ®, 2 mg/mL) 
preparada en PBS. Se administraron 0,1 mL por cada 10 gramos de peso, de modo que 
la Ketamina se administró a 50 mg/Kg y la Xilacina a 20 mg/Kg. 
3.6.1.3 Preparación de inóculo e infección intranasal 
La cepa H99 se inoculó en Sabouraud líquido a 30 ºC con agitación. Al día 
siguiente, el cultivo se centrifugó a 3.000 g en una centrífuga Hermle z400K y se lavó y se 
suspendió en PBS estéril. La densidad celular se calculó utilizando el contador de células 
TC20 (BioRad) y se prepararon suspensiones celulares a 3,33x107 células/mL en PBS. 
Para realizar la infección intranasal, los ratones anestesiados se mantuvieron en 
posición vertical y 30 µL de la suspensión celular fueron colocados sobre las fosas 
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nasales (106 células/ratón). A continuación, los ratones fueron colocados de lado en 
posición horizontal bajo luz para mantener su temperatura corporal.  
3.6.1.4 Seguimiento del bienestar animal y sacrificio 
El seguimiento del bienestar animal se realizó pesando los ratones cada 3 días 
hasta su sacrificio. Cada día se asignó un índice de bienestar animal según los siguientes 
parámetros: pérdida de peso, pelaje irregular, instinto de huida, encorvamiento y 
abultamiento de la cabeza (ver tabla 3.4). Cuando a un ratón se le asignó un valor igual o 
mayor de 6, se procedió a su sacrificio por razones humanitarias. Si no, los ratones se 
sacrificaron a días diferentes tras la infección dependiendo del experimento mediante 
inhalación de CO2. En algunos experimentos, los ratones fueron sacrificados por 
inhalación de isofluorano (Sigma- Aldrich, Steinheim, Alemania). 
Tabla 3.4. Parámetros observados e índice arbitrario asignado para el seguimiento del bienestar 
animal. 
% Pérdida 
de peso 
 Pelaje 
irregular 
 Instinto de 
huida 
 Encorvamiento 
corporal 
 Abultamiento 
cabeza 
Medida Valor  Obser. Valor  Obser. Valor  Obser. Valor  Obser. Valor 
5-10% 1  normal 0  sí 0  no 0  no 0 
11-15% 2  erizado 1  no 1  sí 1  sí 1 
16-20% 3     
21-25% 4     
>25% 6     
 
3.6.1.5 Extracción de órganos y aislamiento de las células de C. neoformans a 
partir de los pulmones 
Una vez sacrificados los ratones, se abrió la cavidad torácica y se extrajeron los 
pulmones, bazos o cerebros con unas pinzas. Para estimar el tamaño de los órganos, se 
calculó el índice organosomático que expresa el porcentaje que supone el peso del 
órgano con respecto al peso total del ratón. 
Para aislar las levaduras de ratones infectados, los pulmones fueron 
homogeneizados en 10 mL de PBS usando filtros con un tamaño de poro de 100 µm (BD 
Falcon, Biosciences) en placas Petri. Posteriormente, el extracto se centrifugó a 3.000 g y 
se lavó con agua destilada estéril para romper y eliminar las células de ratón. Esta 
operación se repitió 3 veces y finalmente, las levaduras se suspendieron en PBS. 
 
 Material y métodos 
39 
En ocasiones, se llevó a cabo una perfusión para eliminar la sangre de los 
pulmones. Para este propósito, se realizó un corte en la vena yugular. Después, se 
localizó el corazón en la cavidad torácica, y se inyectaron lentamente 5-10 mL de PBS en 
el ventrículo izquierdo del corazón. De esta manera, se observó gradualmente como los 
pulmones adquirían un color blanquecino. Tras este proceso, se procedió a extraer los 
pulmones como se ha indicado anteriormente. La técnica de perfusión solo se realizó en 
los experimentos en los que se purificaron las células de C. neoformans para investigar la 
expresión génica mediante secuenciación masiva del ARN. 
3.6.1.6 Extracción de sangre y obtención de suero 
La extracción de sangre se realizó mediante punción cardiaca usando jeringas de 
1 mL (Becton Dickinson Plasticpak) y agujas de 25G (Becton Dickinson Microlance). Para 
la obtención del suero, la sangre se centrifugó en tubos eppendorf de 1,5 mL a 13.800 g 
en una centrífuga Biofuge Fresco (Heraeus). El sobrenadante se transfirió a un nuevo 
tubo y se conservó a -20 ºC hasta el momento de su uso. 
3.6.1.7 Determinación de las unidades formadoras de colonias (UFCs) 
La carga fúngica de los ratones infectados se determinó por recuento de UFCs. 
Los pulmones y los cerebros de los ratones fueron homogeneizados en 10 mL de PBS 
estéril usando filtros de 100 µm (BD, Falcon) con ayuda de un émbolo de una jeringa de 5 
mL. El homogeneizado fue incubado a 37 ºC durante 1 hora, agitando con vortex cada 15 
minutos para favorecer la disgregación del tejido. A continuación, la suspensión se lavó 3 
veces con PBS, se prepararon diluciones seriadas en el mismo tampón, y 100 µL fueron 
inoculados en placas de agar Sabouraud por duplicado. Las placas se incubaron durante 
48 horas a 30 ºC. Trascurrido este tiempo, se realizó el recuento de UFCs de cada 
órgano.  
3.6.1.8 Estudio de la morfología fúngica 
Para determinar la morfología de las células del pulmón, 4 µL del homogeneizado 
del pulmón, obtenidos como se ha descrito en al apartado anterior, se mezclaron con tinta 
china (Remel Bactidrop). Las muestras se observaron y las células fueron medidas como 
se ha descrito en los apartados 3.2.1 y 3.2.1.1 respectivamente. Se midieron un mínimo 
de 50 células por ratón. 
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3.6.1.9 Histología 
Para analizar la estructura microscópica del pulmón, se tomó una pequeña 
porción y se fijó en formalina (10 %). A continuación, las muestras fueron deshidratadas e 
incluidas en parafina siguiendo protocolos estándar del Servicio de Histología de la 
Universidad de Perugia. De cada muestra se obtuvieron cortes de 3-5 µm que fueron 
colocados en portaobjetos y teñidos con hematoxilina/eosina. Por último, las muestras 
fueron observadas con un microscopio Leica DMI 3000B. 
3.6.1.10 Medida de la concentración de citoquinas en pulmón y cerebro 
Para medir la concentración de diferentes citoquinas, los experimentos se 
realizaron de forma diferente dependiendo de si las citoquinas se cuantificaron en nuestro 
laboratorio o en la Universidad de Perugia. En ambos casos, se inocularon ratones con 
106 células de C. neoformans H99 o con PBS como control. En Italia, los órganos fueron 
homogeneizados en 2 mL de PBS estéril y fueron centrifugados a 3.000 g usando una 
centrífuga Allegra™ 6R (Beckman Coulter, USA). El sobrenadante fue transferido a tubos 
nuevos, que se conservaron a -20 ºC hasta el momento de su utilización. Las siguientes 
citoquinas fueron evaluadas, para el tipo de respuesta Th1 (TNF-α, IFN-γ, IL-1β, IL-12 e 
IL-6), para el tipo de respuesta Th2 (IL-4 e IL-10) y para el tipo Th17 (IL-17, IL-21, IL-22 e 
IL-23). Para ello, se utilizaron los kit ELISA Ready-SET-Go!® (eBioscience, Inc, San 
Diego, CA). En nuestro laboratorio, los órganos fueron homogeneizados en PBS con 
inhibidores de proteasas (Roche, Diagnostics) usando un homogeneizador Politron 
PT1600E (Kinematica AG) con 4 ciclos a la máxima velocidad con 1 minuto de incubación 
en hielo entre cada ciclo. El extracto se centrifugó a 13.800 g en una centrífuga Hermle 
z400k y al igual que en Italia el sobrenadante se mantuvo congelado hasta su uso. La 
concentración de citoquinas se evaluó usando el Kit CYTOMAG multiplex (Millipore) y la 
tecnología Luminex Xmap utilizando el sistema BioPlex 200 system (BioRad). Se 
midieron por este sistema las citoquinas IFN-γ, IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-12, IL-17 y TNF-
α. La concentración de citoquinas se expresó en pg/mL en ambos casos. 
3.6.1.11 Medida de anticuerpos anti-GXM en suero 
La cantidad de anticuerpos circulantes anti-GXM se determinó mediante un 
ensayo de ELISA, como se describe en (Casadevall et al., 1992). Se utilizaron placas de 
96 pocillos de poliestireno que fueron recubiertas con polisacárido capsular (GXM) a una 
concentración de 10 µg/mL, el cual fue purificado como se describe en (Cherniak et al., 
1991). Las placas se incubaron durante 1 hora a 37 ºC, tras lo cual se eliminó el 
contenido del pocillo. A continuación, se añadieron 200 µL de BSA 1 % en PBS a cada 
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pocillo y la placa se incubó otra hora a 37 ºC. Setenta y cinco microlitros de una dilución 
1/3 de las muestras de suero en PBS/BSA se inocularon en el primer pocillo de la placa 
de microdilución y se hicieron diluciones seriadas 1/3 en PBS/BSA. Después de 1 hora a 
37 ºC, las placas se lavaron 3 veces en un lavador de placas (Dynex Ultra Wash Plus 
washer, Magellan, Biosciences) con PBS con 1 % de Tween 20. Posteriormente, se 
añadieron 50 µL a cada pocillo de anti-IgG o anti-IgM de cabra anti-ratón conjugadas con 
fosfatasa alcalina (Southerm Biotech). Las placas se incubaron 1 hora a 37 ºC y se 
lavaron como se ha descrito anteriormente. Finalmente, se añadieron a cada pocillo 
50 µL de una solución de p-nitrofenilfosfato (1 mg/mL, Sigma-Aldrich) disuelto en el 
tampón de sustrato (1mM Cl2Mg; 50 mM K2CO3, pH 9.6). Tras 90 minutos de incubación 
a temperatura ambiente, se midió la absorbancia a 405 nm en un espectofotómetro 
Labsystems iEMS Reader MS (Thermofisher). El título de anticuerpo se definió como la 
dilución del suero que proporcionó el doble de absorbancia de los pocillos blanco. 
3.6.1.12 Determinación de la concentración total de IgE en suero 
Para medir la concentración total de IgE en las muestras de suero se utilizó el 
reactivo comercial OptEIA Mouse IgE Elisa Kit (BD, Biosciences, Pharmingen, San Diego, 
CA) siguiendo las instrucciones del fabricante. Se midió la absorbancia a 450 nm en un 
espectofotómetro Labsystems iEMS Reader MS (Thermofisher). Los datos obtenidos se 
expresaron en ng/mL. 
3.6.1.13 Identificación de diferentes tipos de células inmunes 
Para identificar diferentes tipos de células inmunes, los pulmones y los cerebros, 
fueron homogeneizados en 2 mL de PBS utilizando filtros de 100 µm (BD, Falcon). A 
continuación, se centrifugaron a 3.000 g en una centrifuga Allegra™ 6R (Beckman 
Coulter, USA). Los sedimentos celulares se resuspendieron en 1 mL de PBS y se 
prepararon suspensiones a 106 células/mL en tubos de citómetro de flujo. Las células se 
lavaron y se fijaron en p-formaldehído 1,5 % durante 10 minutos. Pasado este tiempo, las 
muestras se centrifugaron y se suspendieron en PBS. Para los marcajes celulares, se 
utilizaron los siguientes anticuerpos: Anti-mouse CD3e (PE) (0,2 mg/mL) para marcar los 
linfocitos, Anti-mouse Ly-6R (Gr1) (FITC) (0,5 mg/mL) para las células polimorfonucleares 
(eBioscience, Inc, San Diego, CA) y Anti-mouse CD14 (PE) para los monocitos y 
macrófagos (BD, Biosciences). Como controles se añadieron tubos sin marcar y tubos 
incubados con anticuerpos control (anti-mouse IgG conjugado a PE o anti-mouse IgG 
conjugado a FITC, Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA). Los tubos se incubaron 
durante 15 minutos a temperatura ambiente y en oscuridad. Después se añadieron 500 
µL del tampón FB (PBS+FBS) y se centrifugaron de nuevo los tubos. Finalmente, se 
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añadieron 500 µL de tampón FB y se procedió al análisis en un citómetro de flujo 
FACSCalibur. Para cuantificar el número de linfocitos, granulocitos y monocitos, se 
realizarón histogramas y se contaron el número de células marcadas con cada 
anticuerpo. Los datos se representaron como número de células marcadas por pulmón.  
3.6.2 Líneas celulares 
En este trabajo, se han realizado experimentos con 2 tipos de macrófagos 
diferentes: macrófagos de la línea celular RAW 264.7 y macrófagos peritoneales 
primarios de ratones C57BL/6J. 
La línea celular RAW 264.7 (Raschke et al., 1978) deriva de macrófagos aislados 
de abscesos tumorales inducidos en ratones mediante inyección intraperitoneal del virus 
Abelson, que induce leucemia de ratones (A-MuLV). Estos macrófagos presentan la 
ventaja de ser inmortales y por lo tanto la posibilidad de mantenerlos en cultivo 
permanentemente. Esta línea celular se mantuvo congelada a -80 ºC. 
Los macrófagos primarios peritoneales son células muy diferenciadas, no se 
dividen y por lo tanto no se pueden mantener en cultivo más de 3 o 4 días. Para su 
obtención, se utilizaron 2-3 ratones machos C57BL/6J de 6-8 semanas de edad. Cuatro 
días antes de la extracción, se les inyectó intraperitonealmente 2,5 mL de tioglicolato 3 % 
(BD, Difco™), lo que impulsa la migración de monocitos al peritoneo y eleva el 
rendimiento de la extracción de macrófagos alrededor de 10 veces. El día de la 
extracción, los ratones fueron sacrificados por inhalación de isofluorano (Sigma-Aldrich, 
Steinheim, Alemania), tras lo cual se les retiró la piel del vientre y se les inyectó en la 
cavidad peritoneal 10 mL de medio de cultivo compuesto por Dubelcco´s modified 
Eagle´s médium (DMEM, Lonza, Verviers, Bélgica) suplementado con 10 % de suero 
bovino fetal (FBS, Hyclone-Perbi, Thermo Fisher Scientific) inactivado por calor (30 
minutos a 56 ºC), 10 % de medio NCTC (Sigma Aldrich, Steinheim, Alemania) y 1 % de 
aminoácidos no esenciales (Sigma-Aldrich, Steinheim, Alemania). 
A continuación, se les aplicó un masaje sobre la zona durante unos 10 minutos. 
Tras el masaje, se recuperó el líquido ascítico con una jeringa de 5 mL (Becton Dickinson 
Plasticpak) y agujas de 25G (Becton Dickinson Microlance) y se centrifugó durante 5 
minutos a 1.265 g. El sedimento obtenido (constituido por macrófagos y linfocitos) se 
suspendió en el medio de cultivo descrito anteriormente, sembrando las células en una 
placa de microdilución de 96 pocillos (Costar, Nueva York). 
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3.6.3 Cultivos celulares 
Los macrófagos se mantuvieron en medio DMEM suplementado descrito en el 
apartado anterior, a 37 ºC en una atmósfera enriquecida con 5% CO2. 
3.6.4 Fagocitosis in vitro con macrófagos peritoneales primarios 
Tras extraer los macrófagos de la cavidad peritoneal, se calculó la densidad 
celular utilizando un hemocitómetro, se prepararon suspensiones celulares a 5x105 
células/mL y se sembraron 200 µL en placas de microdilución de 96 pocillos (Costar, 
Nueva York). Las células se mantuvieron durante 3 horas a 37 ºC con 5 % de CO2 para 
que los macrófagos se adhirieran a la placa. Trascurrido el tiempo, se retiró el 
sobrenadante y se realizó un lavado con PBS frío para eliminar las células no adheridas. 
Se añadieron 200 µL de medio fresco y los macrófagos se incubaron durante una noche 
a 37 ºC con 5 % de CO2. Al día siguiente se retiró el sobrenadante y se inocularon 200 µL 
de las suspensiones de C. neoformans preparadas en medio de cultivo DMEM a una 
concentración de 5x105 células/mL con 10 µg/mL de anticuerpo monoclonal IgG1 18B7 
(Casadevall et al., 1992). De esta manera, se estimó que la proporción entre levaduras y 
macrófagos fue de 1:1. La fagocitosis se llevó a cabo a diferentes tiempos (0 y 24 horas) 
a 37 ºC y 5 % de CO2. Trascurridos los diferentes tiempos, se retiró el medio suavemente 
con una pipeta, con cuidado de no arrastrar la monocapa adherente de macrófagos. Este 
medio, que contenía las levaduras no internalizadas se transfirió a un eppendorf de 1,5 
mL. Después, se llevó a cabo la lisis de los macrófagos adheridos al pocillo añadiendo 
200 µL de H2O. Tras 10 minutos de incubación a temperatura ambiente, se transfirió todo 
el contenido del pocillo (que contenía las levaduras que estaban fagocitadas) a un 
eppendorf de 1,5 mL. Se hicieron diferentes diluciones en PBS dependiendo del tiempo, y 
se inocularon 100 µL en placas de Sabouraud. Tras incubar las placas a 30 ºC durante 48 
horas se cuantificó el número de UFCs. Se inocularon pocillos por triplicado para cada 
condición. 
3.6.5 Fagocitosis in vitro con macrófagos RAW 264.7 
Las células se mantuvieron como se describe en el apartado 3.6.3 en placas Petri 
de cultivo celular (Falcon, BD), y se separaron a placas nuevas cuando llegaron a ser 
confluentes. El día anterior al experimento, la monocapa de macrófagos se separó de la 
placa mediante pipeteo constante con medio de cultivo, y las células se centrifugaron a 
1.265 g en una centrífuga Biofuge Fresco (Heraeus). Se prepararon suspensiones 
celulares a 2,5x105 células/mL, ya que esta línea celular se divide cada 12 horas, por lo 
que se estimó que tras una noche de incubación, la concentración celular fue alrededor 
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de 5x105 células/mL. Se inocularon 200 µL por pocillo en placas de microdilución y se 
incubaron una noche a 37 ºC y 5 % de CO2. Al día siguiente, la placa se inoculó con C. 
neoformans tal y como se ha descrito en el apartado anterior con 10 µg/mL de anticuerpo 
18B7. La fagocitosis se llevó a cabo durante 2 horas. A continuación, se contaron 100 
macrófagos por muestra usando un microscopio Leica DMI 4000B y se calculó el índice 
de fagocitosis como el porcentaje de macrófagos con levaduras en su interior con 
respecto al total de macrófagos. 
3.6.6 Modelo de Galleria mellonella 
3.6.6.1 Infección de G. mellonella 
Las larvas de G. mellonella fueron infectadas con diferentes dosis de patógeno 
(104-106 células/larva) dependiendo del experimento tal y como se describe en (Mylonakis 
et al., 2005; Garcia-Rodas et al., 2011). Para cada ensayo, se utilizaron grupos de 20 
larvas (R. J. Mous Livebait, Holanda o Alcotán, Valencia, España) con un peso entre 0,2 y 
0,4 gramos. 
Para la infección, las levaduras crecieron en Sabouraud líquido a 30 ºC con una 
agitación de 150 r.p.m durante una noche. Tras lavar con PBS, se prepararon 
suspensiones celulares en el mismo tampón suplementado con ampicilina (20 µg/mL) 
utilizando un contador de células automático TC 20 (Automated Cell Counter, Bio-Rad). 
Para la inoculación, el abdomen de la larva se limpió con etanol 70 % con un 
hisopo, y las suspensiones de levaduras fueron introducidas a través de la última propata 
derecha con una jeringa Hamilton de 10 µL (Halmilton, USA). 
3.6.6.2 Experimentos de supervivencia 
Para evaluar la supervivencia de G. mellonella infectada con C. neoformans, se 
inocularon grupos de 20 larvas por cepa como se ha descrito en el apartado anterior y se 
incubaron a 30 o 37 ºC durante 7-10 días. La supervivencia se evaluó diariamente y cada 
experimento se realizó al menos 3 veces en días distintos. Una larva se consideró muerta 
cuando no respondió al estímulo sobre el cuerpo con una pinza. 
En paralelo, se inocularon los siguientes grupos control: un grupo de 10 larvas 
inoculadas con PBS-ampicilina y un grupo de 10 larvas sin ninguna manipulación. 
Las curvas de supervivencia fueron realizadas con el programa Graph Pad Prism 
6 (La Jolla, California). 
 Material y métodos 
45 
3.6.6.3 Fagocitosis in vivo 
Para el estudio de la fagocitosis in vivo en G. mellonella, se prepararon 
suspensiones de levaduras a una concentración de 108 células/mL en PBS y se tiñeron 
con calcofluor (Sigma Aldrich, St Louis, MO, USA) a una concentración de 10 µg/mL. Las 
muestras fueron incubadas 30 minutos a 37 ºC y protegidas de la luz. Tras ese tiempo, 
las células se lavaron con PBS y se suspendieron en el mismo volumen de 
PBS/ampicilina para mantener la concentración celular de 108 células/mL. A continuación, 
las larvas (5 por grupo) fueron infectadas con 10 µL de levaduras y se incubaron a 37 ºC 
durante 3 horas. Pasado este tiempo, se realizó un pequeño corte con un bisturí en la 
parte ventral inferior de las larvas y la hemolinfa se recolectó en tubos eppendorf con 50 
µL de PBS frío. Finalmente, se colocaron 10 µL de la hemolinfa sobre un portaobjetos y 
fueron observados en un microscopio de fluorescencia (Leica DMI 3000B). Se contaron 
100 hemocitos por muestra y se calculó el índice de fagocitosis como el porcentaje de 
hemocitos con levaduras (células con fluorescencia azul) en su interior con respecto al 
total de hemocitos.  
3.7 Técnicas de citometría de flujo 
3.7.1 Análisis de la viabilidad celular  
Para comprobar la viabilidad de las levaduras se utilizó una tinción con ioduro de 
propidio, el cual solo penetra en células muertas porque tienen alterada la permeabilidad 
de la membrana. Primero se prepararon suspensiones de 500 µL a 107 células/mL y se 
añadió el ioduro de propidio (Sigma Aldrich) a una concentración final de 5 µg/mL. Las 
células muertas, que emiten fluorescencia roja por la captación del ioduro de propidio, se 
observaron con microscopio óptico de fluorescencia Leica DMI 3000B, y su proporción se 
estimó tras analizar las muestras mediante citometría de flujo en un FACSCalibur (BD, 
Biosciences, Worbun, Massachusetts) midiendo la intensidad de fluorescencia en el canal 
FL-3. Como control positivo se utilizaron células de C. neoformans muertas por calor 
(65 ºC durante 1 hora). Los datos obtenidos del citómetro fueron analizados con el 
programa CellQuest (BD, Biosciences) y FlowJo (Tree star Inc, OR, USA) y 
representados en histogramas de fluorescencia en escala logarítmica.  
3.7.2 Análisis de tamaño celular mediante citometría de flujo 
Para observar las diferencias de tamaño mediante citometría de flujo, se 
prepararon suspensiones celulares a una concentración de 106 células/mL. Doscientos 
µL de estas suspensiones se pasaron a tubos específicos de citómetro. Las células 
fueron examinadas para el tamaño celular (FCS, forward scatter) y complejidad de las 
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células (SSC, side scatter) usando un citómetro de flujo FacsCalibur (BD, Biosciences, 
Worbun, Massachusetts). Los datos fueron analizados con los programas descritos en el 
apartado anterior. Los datos fueron representados mediante gráfico de puntos (dot-plot) o 
histogramas con el programa FlowJo. 
3.8 Técnicas de biología molecular 
3.8.1 Obtención de ADN 
Para la extracción de ADN genómico, se inoculó una colonia de C. neoformans en 
10 mL de Sabouraud líquido y se incubó a 30 ºC durante una noche. Al día siguiente, la 
suspensión de células se centrifugó a 3.000 g en una centrífuga Hermle z400k durante 3 
minutos y el precipitado se resuspendió en 500 µL de tampón de lisis (Triton X-100 2 %; 
SDS 1 %; NaCl 100 mM; Tris 10 mM pH 8,0; EDTA 1 mM pH 8.0). Las células se 
transfirieron a un eppendorf de 2 mL y se añadieron 0,5 gramos de bolas de vidrio 425-
600 µm (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri) y 500 µL de fenol-cloroformo alcohol 
isoamílico (Sigma-Aldrich, St. Louis). Para romper las células, los tubos se agitaron 
vigorosamente con un homogeneizador Fast-Prep-24 (M.P. Biomedicals). Para ello, se 
realizaron 2 ciclos de 45 segundos con intervalos de 1 minuto en hielo. A continuación, el 
extracto se centrifugó a 14.950 g durante 10 minutos en una centrífuga Biofuge Fresco 
(Heraeus). El sobrenadante se transfirió a un tubo eppendorf de 1,5 mL. Se repitió la 
extracción con fenol-cloroformo alcohol isoamílico, añadiendo un volumen igual al del 
sobrenadante. Se centrifugó nuevamente a 14.950 g durante 15 minutos y se recogió de 
nuevo el sobrenadante. Se realizó una última extracción como se ha descrito 
anteriormente y la muestra se centrifugó 5 minutos a 14.950 g. Se retiró el sobrenadante 
y se mezcló con 0,6 volúmenes de isopropanol (Fisher Chemical). Se volvió a centrifugar 
a 14.950 g durante 15 minutos. Se retiró el sobrenadante por aspiración al vacío y el 
sedimento se lavó con etanol 70 %. Se realizó una última centrifugación a 14.950 g, se 
retiró el sobrenadante por aspiración, y tras dejar secar los tubos, el precipitado se 
disolvió en 25 µL de agua de PCR con RNasa 40 µg/mL (Roche) y se incubó 1 hora a 
37 ºC. La concentración y pureza del ADN genómico se determinó midiendo la 
absorbancia a 260/280 nm en un espectofotómetro NanoDrop 8000 (Thermo Scientific). 
3.8.2 Extracción y cuantificación de ARN 
La extracción de ARN se realizó utilizando el protocolo del Trizol (Ambion RNA by 
Life Technologies) siguiendo las instrucciones del fabricante con algunas modificaciones. 
Tras obtener las células incubadas en las condiciones deseadas, las muestras se 
centrifugaron, y el Trizol se añadió inmediatamente a los sedimentos de células y se 
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mantuvieron en hielo para evitar la degradación del ARN. Para la rotura, las células se 
agitaron vigorosamente en un FastPrepR-24 (MPTM) alternando ciclos de rotura de 20 
segundos y 1 minuto en hielo. Las células de tamaño pequeño se rompieron un total de 5 
minutos y las células gigantes 10 minutos. La concentración de ARN fue cuantificada 
usando un Nanodrop 8000 Spectrophotometer (Thermo scientific). Para la preparación de 
muestras para secuenciación masiva, se realizó una purificación con el Kit RNeasy® Mini 
Kit (Qiagen) siguiendo las instrucciones del fabricante. 
3.8.3 Iniciadores 
Los oligonucleótidos (Sigma-Aldrich) utilizados en este trabajo se muestran en la 
tabla 3.5. 
Tabla 3.5. Iniciadores utilizados en este trabajo para PCR en tiempo real. 
Gen    Secuencias (5´-3´) 
18S-D CCGTTGCTAGAGGTGAAATTCTTAG 
18S-R ATCTAATCGTTTTTGATCCCCTAAC 
LAC-D AGAAGGGAAGGAAGGTGATG 
LAC-R TATACCTCACAACCGCCAAT 
URE-D CGATTCTGGCACAAATGCTAT 
URE-R AGAGCCCTGTCAATGACT 
PLB1-D CTGCTTTGAGGACTACCTATGAGCGA 
PLB1-R CCTTGAGTTGTAACCACCATTGACGAA 
CAP5-D CCCGCGTCTACATCTCATCT 
CAP5-R AGTGTGGGTCGAAGGAATGT 
CAP6-D GATACCGTTCGTTGGGTCAA 
CAP6-R TGTAGTCTCAGAAGCGGAAGG 
CAS35-D AGGCTTGGATTTACGCTGAA 
CAS35-R ACCAAATTTGCTGCCCTTT 
APP1-D CTGTGCCAACTGTGTTGAAAT 
APP1-R TGCTGAGTAACGCGATTTGGA 
IPC-D TTGCCACACCTGGGAATC 
IPC-R TTTGCATCGGTGCCGAG 
VAD1-D ATTATCCCTACCCTTAACCGAAT 
VAD1-R ATGTTTGAAGTGCGAGTTCT 
        D, directo; R, reverso  
Los oligonucleótidos se disolvieron en agua de PCR (Roche) a una concentración 
de 100 µM.           
3.8.4 PCR en tiempo real 
Las muestras de ARN (1 µg/µL) se trataron con DNasa utilizando el Kit DNA-
free™ DNA removal Kit (Thermo Fisher Scientific). Los ADNc (ADN complementario) 
fueron sintetizados a partir de 1 µg total de ARN usando el Kit iScript™ cDNA Synthesis 
Kit (Bio-Rad, Reino Unido) siguiendo las instrucciones del fabricante. Como controles, se 
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prepararon las mismas reacciones pero sin transcriptasa reversa. La PCR en tiempo real 
(RT-PCR) se realizó en un volumen final de 10 µL que contenían 5 µL de SsoAdvanced™ 
SYBR Green Supermix (BioRad, Reino Unido), 0,5 µL de cada oligonucleótido 
(concentración final 1 µM, Tabla 3.5), 2 µL de cDNA y 2 µL de agua libre de RNasa y 
DNasa. Todas las RT-PCRs se realizaron en un LightCycler 480 (Roche). Las 
condiciones de PCR utilizadas fueron: un ciclo inicial de 2 minutos a 95 ºC, seguido de 40 
ciclos a 95 ºC durante 15 segundos y 58 ºC por 1 minuto. Por último se generaron curvas 
de fusión de los productos amplificados midiendo la fluorescencia del SYBR Green en 
una rampa de temperatura de 60 a 95 ºC con 5 adquisiciones por grado. La temperatura 
de anillamiento de la PCR se estableció según la Tm de los oligonucleótidos. Para 
cuantificar la expresión de cada gen, se analizaron las curvas de amplificación mediante 
el método de la segunda derivada. A continuación, se calcularon los Cq de cada curva 
(por sus siglas en inglés de ciclos de cuantificación), y se calculó la variación de la 
expresión génica según se describe en (Pfaffl, 2004). En todos los experimentos se utilizó 
como gen de referencia el 18S de C. neoformans. Los experimentos se realizaron por 
triplicado. Se aplicó la siguiente ecuación para calcular las diferencias relativas de 
expresión: 
Ratio = (Ediana)
ΔCq diana(control-tratamiento)/(Ereferencia)
ΔCq referencia(control-tratamiento) 
E = 101/-S, S = pendiente de la recta 
Ratio = Variación de la expresión 
Ediana = Eficiencia del amplicón del gen diana 
Ereferencia = Eficiencia del amplicón del gen de referencia. 
 
3.8.5 Preparación de muestras para secuenciación masiva del ARN 
Un total de 1 µg de ARN fue procesado con Ribo-Zero Magnetic Kit (Illumina, San 
Diego, CA) para eliminar el ARN ribosómico (ARNr). En este paso, las muestras se tratan 
con sondas que hibridan con el ARNr. A continuación, por medio de unas bolas 
magnéticas (Magnetic beads) que se unen a las sondas se retira el ARNr. Las muestras 
se purificaron usando el Kit RNeasy® Mini Kit (Qiagen). Después, los ARN mensajeros 
fueron procesados para la obtención de las muestras usando ScriptSeq™ v2 RNA-Seq 
Library Preparation KIT (Epicenter). Brevemente, en primer lugar se realizó una 
fragmentación del ARN y alineamiento del cebador para la síntesis del ADNc. Después, 
se añadió el 3´ terminal-Tag tras lo cual se realizó una nueva purificación usando el Kit 
AMPure XP System que funciona por bolitas magnéticas que eliminan los fragmentos del 
tamaño que no interesan. En el siguiente paso hay una amplificación de la muestra, se 
genera la segunda hebra del ADNc. En este mismo paso hay una adición de secuencias 
 Material y métodos 
49 
adaptadoras, en lugar de cebadores reversos lleva estas secuencias que reconocen cada 
muestra (cada muestra lleva una secuencia adaptadora diferente). Por último, las 
muestras fueron purificadas usando el mismo Kit que en la purificación anterior. Las 
muestras fueron cuantificadas usando un QuantiFluor® RNA System y la calidad de las 
muestras se analizó en un Agilent 2100 Bioanalyzer. La secuenciación se llevó a cabo 
usando un Illumina NextSeq 500. 
3.9 Técnicas de bioinformática 
El análisis de los resultados de RNAseq se realizó en colaboración con el Dr. 
Joaquín Ariño (Universidad Autónoma de Barcelona). En primer lugar, se llevó a cabo el 
mapeo de los ficheros FastQ generados por el equipo con el software Bowtie2 
(Langmead and Salzberg, 2012). Estos son algunos de los parámetros relevantes (local 
search, mode sensitive). El mapeo se hizo contra la secuencia del genoma de referencia 
de C. neoformans var. grubii H99 obtenida de la base de datos de Broad Institute 
(https://www.broadinstitute.org/annotation/genome/cryptococcus_neoformans/MultiDownl
oads.html) correspondiente al ensamblado CNA3_3 (14 supercontigs más el genoma 
mitocondrial), cuya secuencia fue previamente indexada empleando el propio software 
Bowtie2. 
Los ficheros SAM generados por Bowtie2 fueron analizados mediante el software 
SeqMonk v0.32.1. (http://www.bioinformatics.bbsrc.ac.uk/projects/seqmonk). Dado que 
este software no dispone del genoma de C. neoformans en sus bases de datos, se 
construyó utilizando la opción que ofrece el software, un genoma específico a partir de las 
coordenadas correspondientes a los transcritos obtenidos de la base de datos del Broad 
Institute (transcripts.gtf). Se usó como parámetro para el mapeo el ARNm y se cuantificó 
como lecturas (read counts) correspondientes a la misma cadena que la "sonda", 
corrigiendo en función de la muestra con mayor número de secuencias mapeadas 
(largest store). 
El producto del análisis se recuperó como Annotated Probe Report, anotando 
sobre las secuencias codificantes (opción overlapping) y se procesó en formato Excel. 
Los valores RPKM (reads per kilobase million) para los genes expresados más de 2 
veces (log2 > 1), se han agrupado utilizando la distancia euclidiana y se definieron 2 
grupos utilizando el algoritmo K-means del programa Cluster 3.0 (Janbon et al., 2014). La 
representación de los grupos de expresión se realizó con el programa Java Treeview y la 
representación funcional de los genes con el programa FungiFun HKI. 
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3.10 Análisis estadístico 
Todos los análisis estadísticos se han llevado a cabo utilizando el programa 
GraphPad Prism 6 (GraphPad Software, California, USA). Previo a la comparación entre 
grupos, se estimó la normalidad de las muestras utilizando el test Kolmogorov-Smirnov. 
Cuando se obtuvo un valor p<0,05, se asumió que las muestras no tenían una 
distribución normal, y se utilizaron tests no paramétricos. Para cuantificar diferencias 
entre grupos de muestras de distribución normal, se aplicaron las pruebas t-Student para 
comparación entre dos muestras y ANOVA para comparación de más de dos grupos. En 
caso el de muestras no normales, se utilizó el test no paramétrico de Mann-Whitney para 
comparaciones por parejas y el Kruskal-Wallis para comparación de más de dos 
muestras. Los valores p<0,05 se consideraron significativos.  
Las diferencias de tamaño de las células fueron analizadas mediante la prueba t 
de Student. La correlación entre el tamaño de la cápsula y el tamaño del cuerpo del 
cuerpo celular fue analizada mediante correlación de Pearson. Las curvas de 
supervivencia se ajustaron usando el test de Kaplan-Meyer, y las diferencias en la 
supervivencia se evaluaron usando la prueba Log-rank (Mantel-Cox). 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
4. RESULTADOS
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4 RESULTADOS 
Para estudiar los cambios morfológicos durante la infección y su papel en la 
virulencia se han seguido varias líneas de investigación. Estos cambios ofrecen una 
ventaja selectiva al patógeno sobre el huésped y le permiten adaptarse a diferentes tipos 
de ambiente y de respuesta inmune. En la primera parte del trabajo, se ha estudiado el 
crecimiento capsular mediante la utilización de mutantes con defectos de inducción. A 
continuación, nos hemos centrado en estudiar en profundidad la formación de las células 
gigantes mediante la identificación de genes que cambian su expresión durante este 
proceso usando la secuenciación masiva del ARN, así como su formación en condiciones 
in vitro y la interacción con el huésped. 
4.1 Estudio de la dinámica de la cápsula de C. neoformans 
La síntesis de la cápsula sigue sin estar totalmente caracterizada en 
C. neoformans. Se sabe que esta estructura comienza a sintetizarse en las células hijas 
durante los primeros estadíos de la gemación (Zaragoza et al., 2006), aunque no se sabe 
si la acumulación de polisacárido sigue un patrón determinado. Además, la cápsula de 
C.neoformans no es una estructura estática, sino que puede cambiar de estructura y de 
tamaño según las condiciones ambientales. De esta manera, la cápsula tiene un tamaño 
pequeño en el ambiente (1-2 micras) y aumenta significativamente de tamaño, cuando el 
patógeno penetra en el huésped. En la primera parte de este trabajo, nos propusimos 
investigar la dinámica de la cápsula. Para el desarrollo de este objetivo, el trabajo se 
realizó en dos partes: inicialmente, se estudió como se sintetiza la cápsula, utilizando una 
cepa que solo sintetiza cápsula en galactosa. En segundo lugar, se llevaron a cabo varias 
estrategias para caracterizar el aumento del tamaño de la cápsula. 
4.1.1 Síntesis de la cápsula 
En primer lugar, quisimos estudiar la síntesis de la cápsula de C. neoformans. 
Para ello, se utilizó la cepa C538 (proporcionada por la Dra. Kwon-Chung), que carece 
del gen CAP59, a la que se le ha reintroducido el gen silvestre fusionado al promotor del 
gen GAL7 (Chang et al., 1995). Ya que este promotor solo se expresa en galactosa, esta 
cepa solo expresa el gen CAP59 en esta fuente de carbono, por lo tanto tiene fenotipo 
acapsular en glucosa y encapsulada en galactosa. Para comprobar el fenotipo de la cepa 
C538, se inoculó en medio de glucosa y posteriormente se transfirió a medio de inducción 
de cápsula en el que se sustituyó glucosa por galactosa. Solo se observó la presencia de 
la cápsula tras la incubación de las células en galactosa (figura 4.1). 
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Figura 4.1. Tamaño de cápsula de la cepa C538 en diferentes medios visualizado mediante 
suspensión de las células en tinta china. El mutante C538 creció en YNB + glucosa 2 % (panel 
izquierdo), y después se transfirieron a Peptona 0,2 % + galactosa 0,4 % diluido con 50 mM de MOPS a pH 
7.3 durante 24 horas (panel derecho). 
Para observar cómo se sintetiza la cápsula, se utilizó un anticuerpo primario de 
ratón 2H1 (IgG1) que se une al GXM de la cápsula con el mutante C538 transfiriendo las 
células a medio de inducción de cápsula a 0, 1, 2 y 3 horas.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4.2. Dinámica de síntesis de la cápsula del mutante C538 (cap59/ GAL7::CAP59). Las 
células crecieron en YNB glucosa (T0) y se transfirieron a peptona 0,2% + galactosa 0,4%, pH 7,3, 50 mM 
MOPS. A diferentes tiempos (1, 2, 3 h), se visualizó la pared celular con calcofluor (fluorescencia azul), y la 
cápsula con el anticuerpo 2H1 y un anticuerpo secundario marcado con FITC. Además, se muestran también 
las imágenes en campo claro y la fusión de las dos fluorescencias. La barra de escala en cada fila 
corresponde a 10 µm. 
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En este medio de inducción se sustituyó la glucosa por la galactosa (Peptona 
0,2  % + galactosa 0,4 %, pH 7,3, 50 mM MOPS). Como se muestra en las imágenes, se 
observó un crecimiento progresivo de la cápsula en forma de puntos que se distribuyeron 
alrededor de toda la célula de manera homogénea y no polarizada, alrededor del cuerpo 
celular (figura 4.2). 
4.1.2 Crecimiento de la cápsula 
El crecimiento de la cápsula es un proceso muy característico de C. neoformans y 
necesario para causar infección. El incremento de tamaño de la cápsula ocurre por 
adición de nuevo polisacárido y se cree que es un proceso muy costoso energéticamente, 
aunque este aspecto no ha sido estudiado en profundidad. Por este motivo, quisimos 
estudiar por un lado el papel de la actividad mitocondrial durante el crecimiento capsular 
mediante el uso de inhibidores de la fosforilación oxidativa. Además, también nos 
propusimos analizar el efecto de este cambio morfológico en la virulencia y su papel en la 
interacción con el huésped. Para este objetivo, se utilizó el mutante gat201 que tiene un 
defecto en la inducción de cápsula (Liu et al., 2008).  
4.1.1.1 Evaluación de la inhibición de la cadena respiratoria en el crecimiento 
capsular 
En la siguiente parte del trabajo, estudiamos en qué medida la inducción de la 
cápsula de C. neoformans depende de la actividad mitocondrial de la célula. Para ello, 
utilizamos diferentes inhibidores de la fosforilación oxidativa y evaluamos su efecto en la 
inducción de la cápsula. Estos inhibidores mitocondriales bloquean diferentes rutas y 
complejos de la cadena respiratoria. La rotenona bloquea el complejo I (ubiquinona óxido 
reductasa), la antimicina A, el complejo III (ubiquinol-citocromo c oxidoreductasa), el 
ácido salicilhidroxámico (SHAM) bloquea la ruta alternativa AOX, la azida de sodio y el 
cianuro de potasio (KCN), el complejo IV (citocromo c oxidasa terminal) y la oligomicina 
bloquea el complejo V (Alonso-Monge et al., 2009; Herweijer et al., 1985). 
4.1.1.1.1 Efecto de los inhibidores mitocondriales sobre el crecimiento y la 
viabilidad celular 
En primer lugar, se realizaron curvas de crecimiento con la cepa silvestre H99 en 
medio líquido Sabouraud en presencia de los inhibidores mitocondriales para determinar 
la concentración mínima inhibitoria. Como se muestra en la figura 4.3, todos los 
inhibidores causaron una disminución del crecimiento en comparación con el control. Esta 
inhibición fue dependiente de la concentración de inhibidor. A continuación, quisimos 
comprobar si los inhibidores tenían un efecto fungicida o fungistático sobre 
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C. neoformans. Se tomaron 10 µL de los pocillos de las placas de microdilución en las 
que se realizaron las curvas de crecimiento, y se colocaron en placas de Sabouraud 
sólido durante 24 horas a 30 ºC.  
 
Figura 4.3. Efecto de inhibidores mitocondriales sobre C. neoformans. Células de C. neoformans se 
cultivaron en Sabouraud líquido en presencia de diferentes inhibidores (azida de sodio (A), oligomicina (B), 
antimicina A (C), cianuro de potasio (D), ácido salicilhidroxámico (E) y rotenona (F)) en placas de 96 pocillos y 
se realizaron curvas de crecimiento 48 ó 72 horas a 30 ºC como se indica en Material y métodos. Tras 
finalizar la curva, se tomaron 10 microlitros de determinados pocillos control (C) o con inhibidor (I) y se 
coloraron en placas de Sabouraud, las cuales se incubaron a 30 
o
C durante 48 h. Tras ese tiempo, se 
tomaron fotografías (paneles de la derecha). 
Observamos que la oligomicina, antimicina A, SHAM y la rotenona inhibían el 
crecimiento pero no mataban a las células. La oligomicina no ha sido incluida en el resto 
 Resultados 
  57 
de experimentos realizados ya que no tuvo ningún efecto sobre el crecimiento. Por otra 
parte, no observamos crecimiento en las placas incubadas en presencia de 
concentraciones medias-altas de azida de sodio (7,6 y 3,8 mM), ni a las concentraciones 
más altas de KCN (20 y 10 mM), por lo que concluímos que estos inhibidores fueron 
fungicidas y tampoco fueron incluidos en el estudio. Todos los experimentos se realizaron 
en paralelo con el solvente correspondiente (Etanol, DMSO o H2O) y en ningún caso se 
produjo inhibición del crecimiento celular a las concentraciones utilizadas (resultados no 
mostrados). 
4.1.1.1.2 Efecto de inhibidores específicos de la cadena respiratoria de electrones 
en la inducción de la cápsula de C. neoformans 
A continuación, evaluamos el papel de la actividad mitocondrial durante el 
crecimiento de la cápsula.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4.4. Efecto de inhibidores mitocondriales durante la inducción de la cápsula. Células de la 
cepa H99 fueron incubadas en medio de inducción capsular en presencia de antimicina A (A y B), SHAM (C y 
D) y rotenona (E y F) durante 18 h. En cada caso, se llevaron como control muestras incubadas con el 
solvente correspondiente (DMSO o EtOH). (A, C y E). Tamaño de la cápsula de las células tras suspender las 
células en tinta china. En todos los casos, se incluye el tamaño de las células a tiempo cero (Basal). Los 
asteriscos indican diferencias significativas. (B, D y F). Medida de la viabilidad de las células tras la 
incubación con los inhibidores. Las células se incubaron con ioduro de propidio y se evaluó la mortalidad 
mediante citometría de flujo. Como control, se incluyeron las células muertas por calor (HK). 
Resultados  
58 
Las células se inocularon en Sabouraud líquido a 30º C durante una noche y 
posteriormente se transfirieron a medio inductor de la cápsula en presencia de las 
concentraciones más altas de los inhibidores antimicina A, SHAM y rotenona. 
Observamos que la inducción de la cápsula se ve afectada en presencia de estos 
inhibidores en comparación con el control (medio inductor sin inhibidores, figura 4.4). 
 Estos resultados indican que el proceso de inducción de cápsula requiere la 
actividad mitocondrial de la célula al completo. Además, analizamos la viabilidad celular 
por citometría de flujo durante la inducción de la cápsula para descartar que la falta de 
crecimiento de la cápsula fuera debida a la muerte de las células por los inhibidores en 
estas condiciones. Como se observa en la figura 4.4, no observamos muerte celular con 
ninguno de los inhibidores estudiados. 
4.1.1.1.3 Cambios en el potencial de membrana mitocondrial durante la inducción 
de la cápsula 
La generación de ATP en la mitocondria es el producto del transporte de 
electrones y del gradiente electroquímico generado por la salida de protones en los 
complejos I, III y IV al espacio intermembrana, lo que a su vez produce diferencia en el 
potencial de membrana. 
De esta manera, se induce la internalización de los protones a favor de gradiente 
a través del complejo V (ATP sintasa), el cual utiliza la energía de este gradiente para 
sintetizar ATP. Por lo tanto, evaluamos el potencial de membrana mitocondrial durante la 
inducción de la cápsula de C. neoformans. Para ello, utilizamos la sonda fluorescente 
rodamina 123, cuya acumulación en la mitocondria depende del potencial de membrana. 
Observamos que las células acumularon mayor cantidad de rodamina 123 cuando se 
incubaron en medio inductor que en medio de crecimiento rico Sabouraud a medida que 
fue aumentando el tamaño celular (figura 4.5). 
Este resultado sugiere que durante la inducción de la cápsula se produjo un 
aumento en el potencial de membrana mitocondrial, probablemente debido a un aumento 
de la actividad mitocondrial. 
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Figura 4.5. Evaluación del potencial de membrana mitocondrial durante el crecimiento capsular. 
Células de la cepa H99 se incubaron en medio de inducción de cápsula o en Sabouraud, y a diferentes 
tiempos (0, 3, 6 y 24 horas) se añadió Rodamina 123. La captación de esta sonda se midió mediante 
citometría de flujo (panel izquierdo). Las células en Sabouraud (Sab) se representan con el histograma en 
línea negra, mientras que las células en medio inductor de cápsula (MOPS) están representadas en 
histogramas en gris. En las fotografías de la derecha se muestran células representativas de cada tiempo en 
medio inductor de la cápsula. 
 
4.1.2.1 Características morfológicas de la cepa mutante gat201 
Los mecanismos y elementos que regulan el crecimiento de la cápsula no son 
conocidos. Sin embargo, se sabe que el gen GAT201 no se requiere para niveles basales 
de cápsula pero si es necesario para la inducción de la cápsula (Liu et al., 2008).  
Por este motivo, investigamos si este mutante estaba afectado en fenotipos 
relacionados con la virulencia. En primer lugar, comprobamos que la cepa gat201 no era 
capaz de aumentar el tamaño capsular. Como se observa en la figura 4.6., el mutante 
gat201 no indujo el crecimiento de la cápsula en el medio de inducción en comparación 
con la cepa silvestre. 
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Figura 4.6. Inducción del crecimiento capsular del mutante gat201. Tinción con tinta china de células 
de la cepa H99 (imágenes de la parte superior) y del mutante gat201 (imágenes de la parte inferior) en medio 
Sabouraud líquido y medio inductor de la cápsula (10 % Sabouraud diluído con MOPS a pH 7.3, (MOPS)). 
 
Cuando cuantificamos el tamaño de las células y de la cápsula, observamos que 
la cepa silvestre aumentó tanto la cápsula como el cuerpo celular en el medio de 
inducción. Sin embargo, el mutante gat201 no indujo el crecimiento de ninguna de estas 
estructuras (figura 4.7). 
 
Figura 4.7. Distribución del tamaño celular total, tamaño del cuerpo celular y tamaño de la 
cápsula. Células de la cepa H99 y del mutante gat201 en medio Sabouraud (Sab) y medio inductor de la 
cápsula (MOPS) a 37 ºC durante una noche. Las líneas representan la media y el error estándar. 
 
4.1.2.2 Estudio de la virulencia del mutante gat201 en Galleria mellonella 
A continuación, estudiamos si el defecto de crecimiento capsular del mutante 
gat201 alteraba su virulencia. Utilizamos como modelo el lepidóptero G. mellonella, que 
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ha sido utilizado en otros estudios de virulencia de Cryptococcus (Mylonakis et al., 2005; 
Garcia-Rodas et al., 2011; Trevijano-Contador and Zaragoza, 2014). Este modelo 
proporciona ciertas ventajas por su fácil manejo y bajo coste. Además, con su utilización 
se evitan los problemas éticos asociados al uso de animales mamíferos en la 
investigación.  
En primer lugar, se infectaron grupos de 20 larvas con un inóculo de 106 
células/larva de ambas cepas y se incubaron a 30 y 37 ºC durante 3 días. Se analizaron 
los tamaños de las levaduras recuperadas de las larvas a este tiempo post-infección y se 
comparó con el tamaño de células cultivadas in vitro. El mutante gat201 no aumentó el 
tamaño de la cápsula tampoco durante la infección del huésped, mientras que la cepa 
silvestre lo hizo de forma significativa (p< 0,05) (figura 4.8). 
Figura 4.8. Tamaño de las células del mutante gat201 en G. mellonella. Distribución del tamaño total, 
tamaño del cuerpo celular y tamaño de la cápsula de células de la cepa H99 y el mutante gat201 recuperadas 
de G. mellonella a diferentes temperaturas (30 y 37 ºC) después de 3 días de infección. Las líneas 
representan la media y el error estándar. 
 
4.1.2.3 Efecto del crecimiento de la cápsula en la virulencia en el modelo de G. 
mellonella 
A continuación, quisimos investigar si el mutante gat201 tenía afectada su 
virulencia en G. mellonella. Previamente, quisimos saber cómo crecía el mutante gat201 
en comparación con la cepa silvestre. Realizamos curvas de crecimiento en Sabouraud 
líquido a 30 y 37 ºC durante 72 horas. Como se observa en la figura 4.9 (A y B), tanto la 
cepa silvestre como el mutante crecieron igual a ambas temperaturas. 
Posteriormente, investigamos si el mutante gat201 tenía alterada la virulencia en 
el modelo de G. mellonella. Para ello, se inocularon larvas con una dosis de 106 
células/larva con la cepa silvestre y el mutante y se incubaron a 30 y 37 ºC. Cryptococcus 
Resultados  
62 
neoformans resultó más virulento, cuando las larvas infectadas se incubaron a 37 ºC en 
comparación con la larvas mantenidas a 30 ºC, tal y como ya se había descrito 
(Mylonakis et al., 2005). Sin embargo, a ambas temperaturas, las larvas infectadas con el 
mutante gat201 mostraron una supervivencia mayor que las larvas infectadas con la cepa 
silvestre (p< 0,0001) (figura 4.9 C y D).   
 
Figura 4.9. Virulencia del mutante gat201 a diferentes temperaturas. (A y B) Curvas de crecimiento a 
30 (A) y 37 ºC (B) de la cepa H99 (línea negra) y el mutante gat201 (línea de puntos) durante 72h. (C y D) 
Curvas de supervivencia de G. mellonella inoculadas con 10
6
 células/larva de la cepa H99 (▼) y el mutante 
gat201 (■). Tras la infección, las larvas fueron incubadas a 30 (C) o 37 ºC (D) y la supervivencia fue 
monitorizada diariamente. Un grupo control de larvas fue inoculado con PBS (●) como control a ambas 
temperaturas. 
 
4.1.2.4 Efecto de la inducción de la cápsula en la fagocitosis durante la infección 
Ya que el mutante gat201 tiene un defecto en la inducción de la cápsula, quisimos 
investigar la interacción de este mutante con células fagocíticas de G. mellonella. Para 
este propósito, se infectaron grupos de larvas con el mutante gat201 y la cepa silvestre 
H99 como se ha descrito en apartados anteriores, pero en este caso las levaduras fueron 
teñidas con calcofluor (ver Material y métodos). Al cabo de 3 horas de infección, se 
extrajo la hemolinfa de 3-4 larvas por grupo y se enumeró la cantidad de hemocitos que 
tenían células de C. neoformans internalizadas. La fagocitosis aumentó significativamente 
en la cepa mutante en comparación con la fagocitosis observada en la cepa H99 
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(p<0,05). El porcentaje de fagocitosis de gat201 fue alrededor del 60 % mientras que en 
la cepa silvestre en torno a 25-30 % (figura 4.10). 
             
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4.10. Fagocitosis in vivo de C. neoformans por hemocitos de G. mellonella. Grupos de 5-7 
larvas fueron infectadas con 10
6
 células de la cepa H99 o gat201, y tras 3 horas de incubación a 37 ºC se 
evaluó el porcentaje de fagocitosis in vivo. El asterisco indica un p < 0,05. 
 
4.1.2.5 Capacidad de replicación del mutante gat201 en el interior de los 
macrófagos 
Cryptococcus neoformans es un patógeno intracelular facultativo, por lo que es 
capaz de sobrevivir y replicarse en el interior de los macrófagos, así como salir al espacio 
extracelular e infectar a otras células (Tucker and Casadevall, 2002; Alvarez and 
Casadevall, 2006; Alvarez and Casadevall, 2007). En estos procesos, la cápsula juega un 
papel fundamental ya que le confiere resistencia a factores de estrés. Por ello, evaluamos 
la capacidad de la cepa mutante gat201 de replicarse en presencia de macrófagos de 
ratón en comparación con la cepa silvestre. Para ello, se extrajeron macrófagos primarios 
obtenidos de lavados peritoneales de ratones C57BL/6J (ver Material y métodos). Los 
macrófagos se incubaron con levaduras opsonizadas con el anticuerpo 18B7 durante 24 
horas y se cuantificó el número de UFCs en el medio, así como las intracelulares tras 
lisar los macrófagos. En la figura 4.11 se puede observar que tras 24 horas la cantidad de 
levaduras fuera del macrófago es mayor en la cepa silvestre en comparación con el 
mutante (p<0,05). Estos datos indican que la cepa silvestre se fagocita menos gracias a 
la cápsula o que es capaz de salir de los macrófagos con más facilidad. En el interior de 
los macrófagos, la cantidad de células fue mayor en el mutante gat201 aunque esta 
diferencia no fue estadísticamente significativa. 
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Figura 4.11. Replicación del mutante gat201 en macrófagos murinos. Células de las cepas H99 y 
gat201 fueron expuestas a macrófagos peritoneales primarios de ratón en presencia del anticuerpo 18B7 en 
proporción 1:1. Se cuantifió la cantidad de levaduras que al cabo de 24 horas de fagocitosis había tanto fuera 
(A) como dentro (B) de los macrófagos.  
 
4.2 Estudio de la formación de células gigantes de C. neoformans in vitro 
En una segunda parte del trabajo, nos propusimos estudiar la formación de 
células gigantes. Una de las principales limitaciones que tiene el estudio de este tipo de 
células es que solo se obtienen de modelos in vivo, habiendo sido descritas in vitro de 
manera muy ocasional (Chrisman et al., 2011). Por ello, en el desarrollo de esta tesis, 
hemos intentado buscar condiciones que pudieran reproducir la formación de células 
gigantes in vitro. Cryptococcus neoformans induce un aumento significativo de la cápsula 
en medios limitantes en nutrientes a pH neutro (10 % de Sabouraud tamponado a pH 7.3 
con MOPS 50 mM). Basándonos en este medio, investigamos si la adición de algún 
componente fisiológico, como el suero, inducía el crecimiento no solo de la cápsula, sino 
también del cuerpo celular. 
En los primeros experimentos, observamos que la sustitución de parte del 
Sabouraud por suero causó un aumento significativo en el tamaño de las células. 
Además, observamos de manera fortuita que concentraciones subinhibitorias del inhibidor 
mitocondrial azida sódica, mejoraban la eficacia de este medio para inducir células 
gigantes (figura 4.12). El aumento de tamaño fue progresivo según las células se 
transfirieron a medio fresco cada día, por lo que en estas condiciones fuimos capaces de 
obtener células de alrededor de 30 micras de diámetro (figura 4.13).  
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Figura 4.12. Tamaño celular y capsular de C. neoformans en diferentes medios. Las células de la 
cepa H99 fueron inoculadas en Sabouraud (panel izquierdo), en medio inductor de la cápsula (10 % 
Sabouraud con MOPS a pH 7.3, panel central) y en 5 % de Sabouraud con MOPS + 5 % de FBS + azida de 
sodio (panel derecho). Tras 3 días, su tamaño celular y capsular se visualizó mediante suspensión de las 
células en tinta china. 
 
Las células gigantes se han definido como aquellas células con un cuerpo celular 
mayor a 15 micras (Zaragoza and Nielsen, 2013). Como se observa en la figura 4.13, al 
cabo de los 3 días de incubación, observamos un incremento significativo del tamaño 
celular total en el medio inductor parcialmente diluido con FBS y el inhibidor mitocondrial 
en comparación con el medio inductor de la cápsula (p<0,05). La media de tamaño 
celular fue de unas 15 micras, pero llegaron a observarse células de hasta 25 micras.  
 
Figura 4.13. Tamaño total, tamaño del cuerpo celular y tamaño de la cápsula de C. neoformans tras 3 días 
de incubación en Sabouraud (Sab), en medio inductor de la cápsula (MOPS) y en medio inductor de la 
cápsula diluido con 5 % de FBS + azida a 37 
o
C. Los asteriscos indican diferencias significativas con respecto 
al control de Sabouraud (p<0,05). 
4.2.1 Caracterización de los factores que influyen en la formación de células 
gigantes in vitro 
Como se ha mostrado en el apartado anterior, el suero es un factor determinante 
para la formación de células gigantes, por lo que quisimos caracterizar mejor el papel que 
juega este elemento en este cambio morfológico. Como se observa en la figura 4.14A, el 
suero es necesario para la formación de células gigantes, ya que en su ausencia el 
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incremento del tamaño celular es significativamente menor (p<0,05). Sin embargo, el FBS 
no fue suficiente para producir este cambio morfológico, ya que la incubación de las 
células de C. neoformans en 100 % de FBS no resultó en incremento del tamaño celular 
(resultado no mostrado). 
A continuación, analizamos cuál era la concentración de suero óptima para inducir 
la formación de células gigantes. En la figura 4.14A se observa que concentraciones de 
suero superiores al 10% inhibieron este cambio morfológico. En paralelo, se realizó un 
experimento en el que las células de C. neoformans crecieron en medio rico Sabouraud y 
en este mismo medio suplementado con 5% de FBS. En este medio, el suero no indujo la 
formación de células gigantes, indicando que este cambio morfológico ocurre en 
condiciones limitantes de nutrientes (figura 4.14B). 
 
     
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4.14. Distribución del tamaño del cuerpo celular de la cepa H99 incubadas en medio inductor de la 
cápsula + azida de sodio suplementado con diferentes concentraciones de FBS (A). Suspensión en tinta 
china de células de C. neoformans H99 inoculadas en Sabouraud (B, panel superior) y en Sabouraud 
suplementado con 5 % de FBS (B, panel inferior). 
 
Cryptococcus son levaduras respiratorias, por lo que su metabolismo es 
dependiente de oxígeno y de actividad mitocondrial. Curiosamente, concentraciones 
subinhibitorias de azida sódica (que inhibe el complejo IV de la cadena transportadora de 
electrones y por lo tanto de la síntesis de ATP (Herweijer et al., 1985)), favorecen el 
crecimiento celular (figura 4.15 A y B), sugiriendo que la inhibición parcial de la cadena 
respiratoria causa un estrés que induce la formación de células gigantes.  
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A continuación, quisimos saber si la limitación de oxígeno afectaba a este cambio 
morfológico. La agitación de los cultivos en medio inductor de células gigantes (MOPS + 
5% FBS + inhibidor mitocondrial) a una velocidad de 150 r.p.m. resultó en una menor 
proporción de células gigantes (figura 4.15 C), comparado con cultivos paralelos 
incubados sin agitación. Estos datos confirman que una menor oxigenación favorece la 
formación de las células gigantes en condiciones in vitro. 
Figura 4.15. Efecto de diferentes factores sobre el crecimiento celular de C. neoformans. Células 
de la cepa H99 crecieron en Sabouraud durante una noche y se transfirieron a diferentes medios para evaluar 
el efecto de varios factores sobre la formación de células gigantes tras incubar una noche a 37 
o
C. (A) Las 
células se incubaron en Sabouraud o en medio inductor de cápsula (10% Sab, pH 7,3) suplementado con 
azida sódica 15 µM, y en presencia o ausencia de 5% de suero (FBS). (B) Influencia de la azida sódica 
(barras negras, 15 µM) sobre el tamaño celular en Sabouraud o medio TCM. Como control, se inocularon los 
mismos medios sin azida sódica (barras blancas). (C) Las levaduras se incubaron a 37 
o
C en matraces con 
Sabouraud o en medio TCM. Un matraz en TCM se mantuvo en agitación, mientras que otro se mantuvo 
estático. (D) Efecto del CO2 sobre el crecimiento celular. Las células se inocularon en dos matraces 
Sabouraud o de TCM por duplicado. Un matraz en cada medio se incubó en presencia de CO2, mientras que 
el otro se mantuvo con una concentración de CO2 atmosférica. En ambos casos se incubó a 37 
o
C sin 
agitación. 
 
El crecimiento capsular está inducido por altas concentraciones de CO2, lo que 
asemeja las condiciones durante la infección en el pulmón, donde la concentración de 
CO2 es de un 5 %, en comparación con un 0,033 % en el ambiente (Granger et al., 1985). 
Por este motivo, evaluamos el papel que juega el CO2 en la formación de células gigantes 
in vitro. Para este propósito, se incubaron cultivos de la cepa silvestre H99 en los 
diferentes medios en un ambiente enriquecido con CO2. En este experimento, 
observamos que la inducción de las células gigantes se veía favorecida en una atmósfera 
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con un 5 % de CO2 en comparación con aquellas células incubadas a 37 ºC con 
concentraciones ambientales de CO2 (figura 4.15 D). 
Estos resultados nos llevaron a definir el medio que contiene 5 % de Sabouraud 
tamponado a pH 7.3 con 50 mM de MOPS, suplementado con 5 % de FBS y azida de 
sodio a 15 µM, como medio inductor de células gigantes (TCM). Además, los 
experimentos se realizaron a 37 ºC sin agitación y con una concentración de CO2 del 
5 %.  
4.2.2 Curvas de crecimiento en medio inductor de células gigantes 
La azida de sodio es un inhibidor de la cadena transportadora de electrones y uno 
de los componentes del medio inductor de células gigantes. Por ello, quisimos evaluar el 
crecimiento de las levaduras en las condiciones óptimas para la producción de este tipo 
de células. Se realizaron curvas de crecimiento con la cepa silvestre durante 24 horas a 
30 ºC (Tª normal de crecimiento de Cryptococcus) y 37 ºC (Tª óptima de inducción de 
células gigantes). Las curvas de crecimiento se realizaron en medio Sabouraud (control 
de crecimiento), Sabouraud + azida (control) y medio TCM (medio inductor de células 
gigantes). Como se observa en la figura 4.16, el inhibidor causó una disminución del 
crecimiento en comparación con el Sabouraud. Por otra parte, el crecimiento de las 
levaduras en medio TCM se vio afectado en comparación con el Sabouraud + azida. 
    
Figura 4.16. Efecto de la azida sódica sobre el crecimiento. Células de la cepa H99 se inocularon en 
Sabouraud en presencia o ausencia de azida sódica (15 µM) y en medio TCM en placas de 96 pocillos y se 
monitorizó la densidad óptica a 540 nm durante 24 horas. (A) Curva de crecimiento a 30 
o
C. (B) Curva de 
crecimiento a 37 
o
C. 
 
Para comprobar que el inhibidor no causaba muerte celular, se tomaron 10 µL de 
los pocillos en los que se realizó la curva de crecimiento y se inocularon en placas de 
Sabouraud sólido. No se observó muerte celular en presencia del inhibidor a la 
concentración evaluada (resultado no mostrado). 
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4.2.3 Visualización del aumento del cuerpo celular durante la formación de células 
gigantes in vitro mediante microscopía en tiempo real 
Por último, quisimos observar el crecimiento del cuerpo celular durante la 
formación de células gigantes in vitro. La cápsula no se puede observar en estas 
condiciones ya que tiene un índice de refracción similar al medio debido a su alto 
contenido en agua. El experimento se realizó en medio rico (Sabouraud) y en medio TCM 
(videos suplementarios 1 y 2 respectivamente). El aumento de tamaño del cuerpo celular 
comenzó a observarse tras 7 u 8 horas de incubación en TCM. Se pudo observar que las 
células aumentaban el tamaño del cuerpo celular de forma significativa, y una vez 
alcanzado un determinado tamaño se iniciaba la gemación. Además, durante la 
formación de células gigantes se pueden observar otros fenómenos. Por ejemplo, hemos 
visto con mucha frecuencia que existe un compartimento intracelular de gran tamaño en 
el que aparece un tabique, aunque finalmente esta estructura vuelve a fusionarse y no 
llega a dividirse (video suplementario 3).  
4.2.4 Influencia de la densidad celular en la formación de células gigantes 
En los primeros estudios sobre las células gigantes se observó que su proporción 
aumentaba en ratones en condiciones de infección crónica asintómatica, donde el 
número de UFCs es muy bajo (Zaragoza et al., 2010). Por este motivo, quisimos 
investigar si la densidad celular tenía alguna influencia en este proceso. Se prepararon 
diluciones seriadas desde 106 hasta 103 células/mL de suspensiones celulares de la cepa 
H99 en medios Sabouraud y TCM. Después de la incubación durante una noche a 37 ºC 
con CO2, se observaron células gigantes en los pocillos inoculados en medio TCM a una 
concentración de 103, 104 y 105 células/mL. Sin embargo, no se observaron estas células 
en los pocillos inoculados con la densidad celular más alta. 
 Cuantificamos la diferencia morfológica entre las diferentes concentraciones 
celulares. Para ello, medimos el cuerpo celular de unas 50-60 células por condición. La 
concentración óptima para favorecer este cambio morfológico in vitro fue 104 células/mL 
(figura 4.17). Debido a este resultado, en experimentos posteriores se trabajó con esta 
concentración celular. 
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Figura 4.17. Influencia de la densidad celular en la formación de células gigantes de C. 
neoformans. Células de la cepa H99 se inocularon en medio Saboraud o TCM a diferentes concentraciones 
(10
3
, 10
4
, 10
5
 y 10
6
 células/mL) en placas de 96 pocillos y se incubó a 37 ºC con CO2 durante una noche. A 
continuación se midieron los tamaños celulares. Los asteriscos indican diferencias significativas (p<0,05). 
 
4.2.5 Efecto del farnesol en la formación de células gigantes in vitro 
El hecho de que la formación de células gigantes dependiese de la densidad 
celular sugería que este proceso puede estar regulado por fenómenos de quorum 
sensing (QS). El QS es un mecanismo de comunicación célula-célula mediado por 
moléculas que se liberan al medio por parte de microorganismos. Estas moléculas se 
acumulan en función del crecimiento y la replicación de los mismos (Atkinson and 
Williams, 2009; Albuquerque et al., 2014). El farnesol es un alcohol sesquiterpeno y la 
primera molécula QS descubierta en eucariotas. Así pues, decidimos estudiar el efecto 
del farnesol en la formación de células gigantes. Se prepararon suspensiones celulares a 
104 células/mL en Sabouraud y medio TCM en placas de microdilución y se evaluó un 
rango de concentraciones de farnesol de 300 µM a 0,5 µM. Como se observa en la figura 
4.18, el farnesol no tuvo ningún efecto en el tamaño celular en medio Sabouraud. Sin 
embargo, el farnesol inhibió la formación de células gigantes en medio TCM a las 
concentraciones más altas (300 y 150 µM) en comparación con el control sin farnesol. 
Estos datos confirman que la formación de células gigantes está regulada por 
fenómenos de quorum sensing. 
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Figura 4.18. Efecto del farnesol sobre la formación de células gigantes. Células de la cepa H99 se 
inocularon en medio Sabouraud (izquierda) o en TCM (derecha) en presencia de diferentes concentraciones 
de farnesol en placas de 96 pocillos. Además, se llevó un pocillo control con DMSO (solvente en el que se 
preparó el farnesol), y otro pocillo en Sabouraud o TCM sin DMSO ni farnesol. La placa se incubó a 37 
o
C 
durante una noche sin agitación en presencia de CO2 y se procedió a medir el tamaño celular. Los asteriscos 
indican diferencias significativas (p<0,05). 
 
Para descartar que el efecto del farnesol fuera debido a toxicidad o inhibición de 
la replicación celular, se realizaron curvas de crecimiento con la cepa H99 en medio rico 
Sabouraud y en medio TCM a 37 ºC durante 48 horas y en presencia de diferentes 
concentraciones de farnesol. Como se observa en la figura 4.19, la cepa H99 creció más 
lentamente en el medio TCM en comparación con el medio rico. 
El farnesol no afectó al crecimiento en ninguna de las condiciones evaluadas, lo 
que indica que el efecto de esta molécula sobre la formación de células gigantes no está 
relacionado con una inhibición significativa del crecimiento celular.  
      
Figura 4.19. Curvas de crecimiento de la cepa silvestre H99 en presencia de diferentes concentraciones de 
farnesol en medio Sabouraud (A) y en medio TCM (B) sin agitación. Las células se inocularon a una densidad 
celular de 2x10
5
 células/mL y se incubó durante 48 horas a 37 ºC, midiendo la D.O. a 540 nm. También se 
inocularon como control pocillos con DMSO y pocillos sin DMSO ni farnesol. 
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4.2.6 Efecto de los fosfolípidos procedentes del suero bovino fetal sobre el 
aumento del tamaño celular 
Aunque las señales que inducen la formación de células gigantes no son del todo 
conocidas, se ha descrito que fosfolípidos polares, como la fosfatidilcolina, inducen este 
proceso (Chrisman et al., 2011). Por ello, estudiamos si los lípidos que forman parte del 
FBS inducían aumento del tamaño celular. Para ello, se realizó una extracción de la 
porción lipídica del FBS (ver Material y métodos). 
 
 
 
 
 
 
Figura 4.20. Efecto de lípidos purificados del suero sobre el crecimiento celular. Las células de la 
cepa H99 se inocularon en medio TCM en el que el suero se sustituyó por diferentes diluciones (40, 100 y 
200) de fosfolípidos purificados de suero fetal bovino. Como control, se llevaron los mismos medios, pero con 
PBS en lugar de fosfolípidos. Además, como controles, se inocularon pocillos de Sabouraud o TCM. Las 
células se inocularon a una densidad de 10
4
 células/mL, y el tamaño celular se determinó tras incubar 
durante 24 h a 37 
o
C sin agitación en CO2. Los asteriscos indican diferencias significativas (p<0,05). 
 
A continuación, se inocularon pocillos de placas de microdilución con medio 
Sabouraud, medio TCM y medio TCM en el que el FBS se sustituyó por diferentes 
diluciones de los fosfolípidos extraídos (40, 100 y 200 veces) y medio TCM sin FBS con 
las mismas diluciones que en el caso anterior pero de PBS (control). En la figura 4.20, se 
puede observar que los lípidos procedentes del FBS inducían la formación de células 
gigantes. Además, con la menor dilución de fosfolípidos evaluada (1/40), se observaron 
resultados similares a los obtenidos en el medio TCM.     
4.2.7 Estudio de la formación de células gigantes en diferentes serotipos de C. 
neoformans 
Cryptococcus neoformans se divide en diferentes serotipos y variedades (Franzot 
et al., 1999; Aminnejad et al., 2012). Por este motivo, investigamos si existía una 
correlación entre los diferentes serotipos de C. neoformans y la capacidad de formar 
células gigantes 
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Para ello, se inocularon 4 cepas diferentes de los distintos serotipos a una 
concentración de 104 células/mL en Sabouraud y TCM. Tras 24 horas de incubación a 37 
ºC y 5 % de CO2, encontramos que en cada serotipo había cepas con alta y baja 
capacidad para inducir células gigantes (Figura 4.21). Sin embargo, el serotipo A de C. 
neoformans fue donde se observó mayor proporción de cepas que producían células 
gigantes en comparación con los serotipos D y A/D. 
Figura 4.21. Inducción de células gigantes en diferentes cepas y serotipos. Se tomaron 4 cepas de 
cada especie y serotipo, y se inocularon en Sabouraud o TCM a una concentración celular de 10
4
 células/mL 
a 37 ºC con CO2 durante una noche. (A), C. neoformans var. grubii (serotipo A); (B) C. neoformans var. 
neoformans (serotipo D); (C) C. neoformans A/D; (D) C. gattii. Las líneas rojas representan la media y el error 
estándar. 
 
Por otra parte, también analizamos si este cambio morfológico ocurría de igual 
manera en C. gattii. En este caso, se incluyeron las cepas NIH191, NIH198 (NIH, 
Bethesda, Maryland) y cepas aisladas del brote que se produjo en la isla de Vancouver 
(Fraser et al., 2003; Stephen et al., 2002), ya que una de ellas es más virulenta CBS-
10514 (R265), mientras que otra muestra una virulencia reducida CBS-10865 (R272) 
(Kidd et al., 2004). Como se observa en la figura 4.21D, también en el caso de C. gattii 
hay variabilidad entre cepas en la formación de células gigantes. Curiosamente, la cepa 
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hipervirulenta mostraba una alta capacidad para aumentar el tamaño celular en 
comparación con la cepa de virulencia reducida. 
4.2.8 Relación entre el tipo de alelo sexual (MAT) y la formación de células 
gigantes 
Hay dos alelos sexuales en el sistema de apareamiento de Cryptococcus (MATa y 
MATα). Se sabe que el tipo sexual de las células puede influir en la formación de células 
gigantes en modelos in vivo (Okagaki et al., 2010). Por esta razón, quisimos estudiar si el 
tipo de alelo sexual de las células estaba asociado a la formación de células gigantes in 
vitro, utilizando cepas de sexo opuesto. En estos experimentos se usaron las cepas 
NE822/NE824, 3259/3260 y JEC20/JEC21, que son parejas de cepas isogénicas que 
solo difieren en el tipo sexual. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4.22. Crecimiento del cuerpo celular en cepas de locus sexual a y α. Se tomaron tres pares 
de cepas que solo difieren en el locus sexual: NE822/NE824 (serotipo D), 3259/3260 (serotipo A) y 
JEC20/JEC21 (serotipo D) Todas las cepas se inocularon en Sabouraud (símbolos negros) y medio TCM 
(símbolos grises) a 37 ºC con CO2 durante una noche sin agitación. Los asteriscos indican diferencias 
significativas (p<0,05). Las líneas rojas representan la media y el error estándar. 
 
Los aislados NE822/824 se obtuvieron del cruce de JEC33 x NE809 
(Wollschlaeger et al., 2014). 3259/3260 son KN99a y KN99α respectivamente. 
Finalmente, JEC21 es una cepa isogénica de la cepa silvestre JEC20, pero MATα. 
Encontramos que la capacidad de formar células gigantes in vitro es independiente del 
tipo de alelo sexual de las células. Como se observa en la figura 4.22, solo la pareja de 
cepas 3259/3260 aumentó el tamaño del cuerpo celular en el medio TCM en 
comparación con el Sabouraud de forma significativa (p<0,05). En el caso de las otras 
dos parejas de cepas (822/824 y JEC20/JEC21), hubo un pequeño aumento de tamaño 
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celular en TCM y se observó una pequeña cantidad de células gigantes en este medio, 
aunque esta diferencia no fue estadísticamente significativa. 
4.2.9 Caracterización de diferentes mutantes en la formación de células gigantes 
in vitro 
Para intentar caracterizar los mecanismos moleculares que dan lugar a la 
formación de células gigantes, investigamos la morfología de diferentes mutantes. En 
primer lugar, y mediante una colaboración con el grupo del Dr. Janbon (Instituto Pasteur, 
París), caracterizamos los mutantes car1 y gtl1. El mutante car1 (CNAG_02500) tiene 
una mutación en el gen que codifica la calnexina, que es una chaperona que retiene 
glicoproteínas no plegadas en el retículo endoplasmático (RE). Por otra parte, el mutante 
gtl1 (CNAG_03648) es una UDP-glucosa glucosiltransferasa. Ambas proteínas participan 
en la ruta de control de la glicosilación en el RE. 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4.23. Crecimiento del cuerpo celular en mutantes car1 y gtl1. Células de mutantes carentes de 
las proteínas car1 (Calnexina) o gtl1 (UDP-glucosa glucosiltransferasa) fueron inoculadas en Sabouraud o 
TCM a una densidad de 10
4
 células/mL, y el tamaño celular se determinó tras incubar una noche en a 37 ºC 
con CO2 sin agitación. Los asteriscos indican diferencias significativas (p<0,05). Las líneas rojas representan 
la media y el error estándar. 
 
 Curiosamente, estos dos mutantes muestran un cuerpo celular de mayor tamaño 
que la cepa silvestre (KN99) en condiciones basales. En el medio TCM solo las células 
del mutante gtl1 aumentaron de tamaño en comparación con el medio Sabouraud (figura 
4.23). A continuación, evaluamos el fenotipo de mutantes acapsulares y de mutantes con 
problemas de inducción de cápsula. Los genes CAP59 y CAP60 están involucrados en la 
síntesis de la cápsula y son necesarios para la virulencia (Chang and Kwon-Chung, 1994; 
Chang and Kwon-Chung, 1998). Por otra parte, el gen GAT201, como ya se ha descrito 
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en el apartado 4.1.2, no es necesario para la síntesis pero sí para la inducción de la 
cápsula (Liu et al., 2008). Como se muestra en la figura 4.24, ninguno de estos mutantes 
fue capaz de inducir el crecimiento celular. 
 
 
 
          
 
 
 
 
Figura 4.24. Formación de células gigantes en mutantes con defectos capsulares. Células de los 
mutantes gat201, cap59 y cap60 se inocularon en Sabouraud y medio TCM a una concentración de 10
4
 
células /mL en placas de 96 pocillos y el tamaño del cuerpo celular se determinó tras incubar a 37 º C con 
CO2 sin agitación durante una noche. Los asteriscos indican diferencias significativas (p<0,05). Las líneas 
rojas representan la media y el error estándar. 
 
4.2.10 Caracterización de mutantes de rutas implicadas en la formación de células 
gigantes 
La formación de células gigantes in vivo depende de la ruta del AMPc (Zaragoza 
et al., 2010), que es sintetizado por la enzima adenilato ciclasa (Cac1). Se ha demostrado 
que el bicarbonato (HCO3
-) activa esta enzima. El CO2 se convierte en HCO3
- mediante la 
acción de las anhidrasas carbónicas (Can). En C. neoformans, existen dos genes, CAN1 
y CAN2, que codifican estas enzimas. CAN2, pero no CAN1 es esencial para el 
crecimiento de C. neoformans en ausencia de CO2 (Mogensen et al., 2006). Así pues, 
quisimos investigar el incremento del cuerpo celular en mutantes incapaces de acumular 
AMPc (cac1) y mutantes de ambas anhidrasas carbónicas (can1 y can2). Como se 
observa en la figura 4.25A, el mutante cac1 no indujo células gigantes en comparación 
con la cepa silvestre y la cepa reconstituida (cac1/CAC1). 
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Figura 4.25. Papel de la adenilato ciclasa y anhidrasas carbónicas en el crecimiento celular de C. 
neoformans. (A) Células de la cepa silvestre (H99), del mutante carente de adenilato ciclasa (cac1) y la 
misma cepa reconstitutida (cac1/CAC1) fueron inoculadas en Sabouraud y TCM a 10
4
 células/mL y se incubó 
en placas de 96 pocillos durante una noche a 37 
o
C sin agitación con 5% de CO2. (B) Células de las cepas 
silvestres H99 y KN99 (3260) y de los mutantes can1 y can2 (carentes de las anhidrasas carbónicas) se 
incubaron en Sabouraud o medio TCM como se describe en (A). Los asteriscos indican diferencias 
significativas (p<0,05). Las líneas rojas representan la media y el error estándar. 
 
Por otra parte, se testaron los mutantes can1 y can2 junto con su cepa silvestre 
KN99 (NE3260) y nuestra cepa control H99. Todas las cepas mostraron un incremento 
significativo en el tamaño del cuerpo celular en medio TCM en comparación con el 
Sabourad (p<0,05) (figura 4.25B). Además, el mutante can1 mostró una gran capacidad 
de formar células gigantes en comparación con la cepa silvestre y el mutante can2 
(p<0,05). Estos datos demuestran que la ruta del AMPc está implicada en la formación de 
células gigantes y que la anhidrasa carbónica Can2 es un regulador del crecimiento del 
celular. 
 
4.3 Estudio de genes que se inducen durante la formación de células gigantes 
En otra parte del trabajo, nos propusimos identificar los cambios de expresión 
génica que se producen durante la formación de células gigantes mediante secuenciación 
masiva del ARN (técnica comúnmente conocida como RNAseq por sus siglas en inglés).  
4.3.1 Análisis de expresión génica en células gigantes obtenidas in vitro  
Como se ha descrito en apartados anteriores, hemos definido un medio para la 
obtención de células gigantes en condiciones in vitro. Posteriormente, la cepa silvestre 
H99 se inoculó en paralelo en medio líquido Sabouraud y en medio TCM a 37 ºC durante 
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3 días (ver Material y métodos). Estos experimentos no se llevaron a cabo en una 
atmósfera enriquecida con CO2 puesto que aún no habíamos definido todos los factores 
que favorecen la formación de células gigantes en condiciones de laboratorio. A 
continuación, se llevó a cabo la extracción del ARN utilizando Trizol y la secuenciación 
masiva usando la tecnología Illumina. En el análisis, solo se tuvieron en cuenta los genes 
que se expresaron más del doble en las células gigantes comparado con las células de 
tamaño normal. En la figura 4.26 se muestra la reproducibilidad en las dos replicas que 
se realizaron. Se obtuvieron 410 genes que se sobreexpresaron en las células gigantes, 
de los que 166 codifican proteínas de función desconocida. Entre los genes 
sobreexpresados cabe destacar el gen que codifica Cig1, que es una manoproteína 
involucrada en la captación de hierro. Por otra parte, 295 genes estaban reprimidos en 
las células gigantes, encontrando 121 genes que codificaban proteínas de función 
desconocidas (figura 4.26). Entre los genes reprimidos, estaba PLC1, que codifica una 
ciclina que regula el paso G1/S del ciclo celular. Todos los genes (sobreexpresados y 
reprimidos) están incluidos en la tabla 1 del material suplementario. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4.26. Representación gráfica de la reproducibilidad de cambios de expresión génica en 
células gigantes obtenidas in vitro. Se realizaron análisis de secuenciación masiva de ARN en células 
que crecieron en Sabouraud o en medio TCM. Tras analizar las diferencias de expresión, se tomaron 
aquellos genes que se expresaron más del doble o menos de la mitad en las células gigantes comparadas 
con las células normales, y los cambios de expresión en las dos réplicas realizadas se representaron en base 
a agrupamientos jerárquicos. Se han definido 2 grupos utilizando el algoritmo Kmeans (ver Material y 
métodos). 
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A continuación, se realizó una clasificación funcional de los genes que están 
sobreexpresados en las células gigantes. Se utilizó el programa FungiFun HKI, el cual 
identifica familias que puedan estar sobre-representadas o hipo-representadas en un 
grupo de genes. Como se observa en la figura 4.27, se encontró que entre los genes que 
están sobreexpresados había una sobrerepresentación de genes que codifican 
transportadores y componentes integrales de membrana, así como de proteínas 
involucradas en metabolismo. 
       
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4.27. Clasificación de las familias de genes que están sobrerepresentadas entre los genes 
sobreexpresados en células gigantes. Gráfico de sectores realizado con el servidor FungiFun KHI. 
Representación circular de las familias a las que pertenecen los genes sobreexpresados en las células 
gigantes obtenidos del análisis del RNAseq de las células pequeñas (Sabouraud) y células gigantes (TCM) 
obtenidas en condiciones in vitro. Los números del interior del gráfico indican el número de genes de esa 
familia que están sobreexpresados. 
4.3.2 Análisis de expresión génica en células gigantes obtenidas in vivo  
Una limitación en la obtención de células gigantes in vitro es que su tamaño no 
llega a ser el mismo que el de las células gigantes que se forman en los pulmones. Por 
este motivo, quisimos complementar el trabajo investigando los cambios de expresión 
génica que ocurren en este tipo de células durante la infección en ratones.  
Para este objetivo, primero fue preciso poner a punto un protocolo que nos 
permitiera separar de manera eficiente las células de C. neoformans de los pulmones en 
función de su tamaño.  
Para ello, realizamos infecciones en grupos de 20 ratones C57BL/6J y tras 14 
días, los animales fueron sacrificados y se les realizó una perfusión con PBS para 
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eliminar la sangre de los órganos, con el fin de tener extractos con la menor 
contaminación de células sanguíneas (ver Material y métodos). A continuación, los 
pulmones se homogeneizaron en PBS y se realizaron varios lavados con H2O para lisar y 
eliminar las células de ratón. 
Para la separación de las células gigantes de C. neoformans de las células de 
menor tamaño se llevaron a cabo diferentes protocolos. En primer lugar, se intentó la 
separación mediante filtración a través de membranas de diferentes tamaños que 
retuvieran las células por el tamaño del cuerpo celular. También se realizaron gradientes 
de densidad de Ficoll, que discrimina las células en función de su densidad. Sin embargo, 
ninguno de estos protocolos resultó efectivo ya que se perdió una gran cantidad de 
células, lo que dificultaba la extracción del ARN. Un método alternativo de separación de 
células en función del tamaño es la elutriacion. Esta técnica está basada en una 
centrifugación en la que las células están sometidas a fuerzas opuestas: la fuerza 
centrífuga que lleva las células hacia el fondo de la cámara, y la fuerza de un flujo 
contracorriente que “empuja” las células hacia la parte superior (ver materiales y 
métodos). De esta manera, y modulando la fuerza del flujo, se pueden recoger diferentes 
fracciones celulares que se diferencian en su tamaño.  
Para estandarizar el protocolo de separación, se llevó a cabo la elutriación de las 
suspensiones celulares, y se recogieron 10 fracciones tal y como se indica en Materiales 
y métodos (tabla 3.3). Como se observa en la figura 4.28, la elutriación permitió separar 
las células por el tamaño del cuerpo celular. El tamaño medio del cuerpo celular de las 
células de menor tamaño fue alrededor de 5-7 µm, mientras que la media de tamaño del 
cuerpo celular de las últimas fracciones fue siempre muy superior a 15 µm.  
Figura 4.28. Separación de células mediante elutriación. Las células de C. neoformans se aislaron a 
partir de pulmones y se separaron según su tamaño mediante elutriación según se indica en Material y 
métodos. (A) Células de menor tamaño (fracción 1) y (B) Células gigantes (fracción 10). (C) Distribución del 
tamaño del cuerpo celular de todas las fracciones obtenidas mediante la separación por elutriación. Los 
cuadrados rojos y verdes señalan las fracciones que se juntaron para tener células pequeñas y gigantes 
respectivamente. . La línea verde indica la medida a partir de la cual se consideran células gigantes. 
 Resultados 
  81 
Estos resultados confirmaron la eficiencia de la separación de células por tamaño 
mediante elutriación, lo cual nos permitió poder analizar células de C. neoformans de 
diferente tamaño obtenidas a partir del mismo pulmón. 
Tras la visualización de las diferentes fracciones al microscopio y teniendo en 
cuenta el tamaño del cuerpo celular, se observó que las fracciones de la 1 a la 4 
contenían células pequeñas y de la 7 a la 10 las células gigantes. En las fracciones 
intermedias, se observaron células que tenían gran tamaño pero principalmente debido al 
tamaño de la cápsula. Estas fracciones fueron descartadas para asegurarnos diferencia 
de tamaño entre las dos poblaciones del estudio (figura 4.29). Así pues, tras la 
elutriación, juntamos las diferentes fracciones en tres muestras: células pequeñas 
(mezcla de fracciones 1 a 4), intermedias (fracciones 5 y 6) y gigantes (fracciones 7 a 10). 
Figura 4.29. Distribución de tamaños tras juntar las fracciones de C. neoformans separadas 
mediante elutriación descritas en la figura 4.28. (A, B, C) Tinción con tinta china de células de las 
fracciones 7-10 (A), células de las fracciones 6 y 7 (B) y células de las fracciones 1-4 (C). (D, E y F), 
Distribución del tamaño celular total (D), del cuerpo celular (E) y de la cápsula (F) de las células gigantes 
(fracciones 7-10), intermedias (fracciones 5 y 6) y pequeñas (fracciones 1-4). 
 
Una vez separadas las 2 poblaciones de células para el estudio, procedimos a 
investigar la expresión génica de algunos factores de virulencia mediante PCR en tiempo 
real. Para ello, se extrajo el ARN de ambas suspensiones celulares y se sintetizaron los 
ADNc. Seleccionamos los principales factores de virulencia de C. neoformans como son, 
la lacasa, ureasa, fosfolipasa B, así como genes necesarios para la síntesis de la cápsula 
(Vecchiarelli, 2000; McFadden and Casadevall, 2001; Zaragoza et al., 2009). Además, 
medimos la expresión de otros genes que se han descrito recientemente y que están 
involucrados en la patogénesis de C. neoformans. Como se observa en la figura 4.30 la 
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mayoría de genes que codifican factores de virulencia se expresaron más en las células 
gigantes en comparación con las células pequeñas. Sin embargo, APP1 aparece menos 
expresado en las células gigantes.  
 
Figura 4.30. Análisis de la expresión de genes que codifican factores de virulencia de C. neoformans, lacasa 
(A), ureasa (B), PLB1 (C), CAP5 (D), CAP6 (E), CAS35 (F), APP1 (G), IPC1 (H) y VAD1(I) de células 
gigantes y células pequeñas obtenidas del pulmón de ratones infectados con H99. Las barras muestran la 
media de dos experimentos. 
 
4.3.3 Identificación de genes que se inducen durante la formación de células 
gigantes in vivo. 
En la siguiente parte del trabajo, quisimos estudiar la expresión de todos los 
genes de las células gigantes aisladas de pulmones de animales infectados. Para ello, 
realizamos infecciones y se separaron las poblaciones de células gigantes y pequeñas tal 
y como se ha descrito en apartados anteriores.  
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Una vez separadas las dos poblaciones de células para el estudio, se extrajo el 
ARN y se realizó la secuenciación masiva usando la tecnología Illumina (ver Material y 
métodos). Todo el análisis se realizó en 3 réplicas independientes (figura 4.31). Al igual 
que en el caso de los experimentos de análisis de expresión de células gigantes in vitro, 
se tuvieron en cuenta los genes que se expresaron más de 2 veces en las células 
gigantes con respecto a las células de tamaño normal. En cuanto a la profundidad del 
análisis, hay que señalar que en este caso, el número total de lecturas que se obtuvieron 
de C. neoformans fue mucho menor en comparación con el análisis en condiciones in 
vitro, ya que hubo un alto porcentaje de lecturas que correspondían a ratón (entre el 80-
95%). Aún así, se obtuvieron entre 500.000-2.000.000 millones de lecturas que 
mapeaban en el genoma de C. neoformans, y se procedió a investigar el perfil de 
expresión en estas muestras. Se obtuvieron 916 genes que estaban sobreexpresados en 
las células gigantes, de los cuales 288 codifican proteínas de función desconocida. El gen 
más expresado diferencialmente en estas células codifica una metaloproteinasa 
elastinolítica extracelular. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4.31. Representación gráfica de la reproducibilidad de cambios de expresión génica en 
células gigantes obtenidas in vivo. Se realizarón análisis de secuenciación masiva de ARN en células 
gigantes o de tamaño normal obtenidas de pulmones. Tras analizar las diferencias de expresión, se tomaron 
aquellos genes que se expresaron más del doble o menos de la mitad en las células gigantes comparadas 
con las células normales, y los cambios de expresión en las tres réplicas realizadas se representaron en base 
a agrupamientos jerárquicos. Se han definido 2 grupos utilizando el algoritmo Kmeans (ver Material y 
métodos). 
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 Además, se encontraron muchos genes que codifican proteínas relacionadas con 
actividad mitocondrial, así como el gen que codifica Cig1, que también se obtuvo en el 
análisis in vitro y que está relacionado con la captación de hierro. También, se obtuvieron 
427 genes reprimidos en las células gigantes de los cuales 216 codifican proteínas de las 
que no se conoce su función. Todos los genes (sobreexpresados y reprimidos) están 
incluidos en la tabla 2 del material suplementario. 
Al igual que en el caso de in vitro se realizó una clasificación funcional de los 
genes sobreexpresados (figura 4.32). En este caso, se encontraron una gran cantidad de 
genes que codifican proteínas con función mitocondrial, cadena respiratoria, ribosoma y 
traducción.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4.32. Clasificación de las familias de genes que están sobrerepresentadas entre los genes 
sobreexpresados en células gigantes in vivo. Gráfico de sectores realizado con el servidor FungiFun 
KHI (ver material y métodos). Representación circular de las familias a las que pertenecen los genes 
sobreexpresados en las células gigantes obtenidos en la figura 4.31. Los números del interior del gráfico 
indican el número de genes de esa familia que están sobreexpresados. 
 
4.3.4 Comparación de la expresión génica en células gigantes obtenidas in 
vitro/in vivo. 
Por último, decimos llevar a cabo un análisis comparativo de los resultados 
obtenidos de la secuenciación masiva del ARN para conocer el número total de genes 
que coinciden en ambos análisis. Entre los 916 y 410 genes que aumentaron su 
expresión en células gigantes in vivo e in vitro respectivamente, se encontraron 80 que 
estaban sobreexpresados en ambas condiciones (figura 4.33). Muchos de estos genes 
codifican enzimas relacionadas con el Acetil-CoA, que es una molécula muy importante 
 Resultados 
  85 
involucrada en múltiples procesos metabólicos. Además, se obtuvieron genes que 
codifican proteínas relacionadas con transporte, ciclo celular y de resistencia a múltiples 
drogas. En el caso de los genes reprimidos en estas células, se obtuvieron un total de 
427 genes in vivo y 295 in vitro, de los cuales hubo una coincidencia de 21 genes (figura 
4.34). Los genes coincidentes de ambos análisis (sobreexpresados y reprimidos) están 
incluidos en la tabla 3 del material suplementario. 
 
      
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4.33. Representación esquemática del solapamiento de los genes sobreexpresados en las células 
gigantes en condiciones in vivo (verde) e in vitro (rojo). El número central representa los genes coincidentes 
en ambos análisis de RNAseq. 
 
               
 
 
 
 
 
 
Figura 4.34. Representación esquemática del solapamiento de los genes reprimidos en las células gigantes 
en condiciones in vivo (verde) e in vitro (rojo). El número central representa los genes coincidentes en ambos 
análisis de RNAseq 
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4.4 .Influencia del huésped en la formación de células gigantes de C. neoformans 
in vivo 
Aunque las células gigantes ya han sido descritas y caracterizadas, se conoce 
muy poco sobre los factores del huésped que influyen en la formación de este tipo de 
células. Estudios previos han mostrado que en ratones con baja carga fúngica e 
infecciones asintomáticas, la proporción de células gigantes es significativamente mayor 
que en animales con infección aguda (Zaragoza et al., 2010). Otros trabajos han 
demostrado que la infección de ratones KO rag1 (que son deficientes en la producción de 
anticuerpos IgM) resulta en células de C. neoformans de un tamaño más grande que en 
ratones silvestres (Szymczak et al., 2013). Estos datos sugirieron que el fondo genético 
de los ratones juega un papel importante en el tamaño de las células de C. neoformans. 
Por ello, en el último apartado de la tesis se describen los resultados relacionados con los 
factores del huésped que influyen en la formación de células gigantes. Para ello, de 
manera general, se ha investigado como se forman este tipo de células en diferentes 
modelos animales.  
4.4.1 Caracterización de células gigantes en diferentes tipos de ratón 
En la primera parte de esta sección, quisimos estudiar la morfogénesis de C. 
neoformans durante la infección de diferentes tipos de ratón. Para ello, examinamos si la 
proporción de células gigantes en dos cepas diferentes de ratón: CD1 y C57BL/6J. Los 
ratones CD1 son una línea de ratones no consanguíneos (líneas exogámicas o outbred) 
con variabilidad genética, mientras que los ratones C57BL/6J son una línea de ratones 
consaguíneos genéticamente iguales (líneas endogámicas o inbred). 
4.4.1.1 Estudio de la morfología de C. neoformans en ratones CD1 y C57BL/6J 
En primer lugar, realizamos infecciones de ratones CD1 y C57BL/6J con la cepa 
silvestre H99. Los ratones se sacrificaron a los 14 días, se extrajeron los pulmones y los 
homogeneizados fueron examinados al microscopio.  
Se tomaron fotos y se midieron alrededor de 400-500 células de C. neoformans 
por grupo. Encontramos células gigantes de C. neoformans en ambas cepas de ratón 
(figura 4.35). Sin embargo, en la cepa C57BL/6J había una mayor proporción de células 
gigantes en comparación con la observada en la cepa CD1. 
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Figura 4.35. Morfología de Cryptococcus neoformans en las dos cepas de ratón estudiadas 
C57BL/6J y CD1. Células de C. neoformans H99 (10
6
células/ratón) incubadas in vitro en Sabouraud fueron 
inoculadas en ratones macho C57BL/6J y CD1 (ver material y métodos). Tras 14 días de infección, se 
aislaron y homogeneizaron los pulmones. El tamaño de las levaduras se visualizó tras suspender los 
extractos en tinta china. 
 
Las células gigantes se han definido anteriormente como aquellas células con un 
cuerpo celular mayor de 15 micras (Zaragoza and Nielsen, 2013). En este caso, se 
incluyó el tamaño de la cápsula en la definición, por lo que se consideran células gigantes 
a aquellas con un tamaño celular total de 30 micras de diámetro. La proporción de células 
gigantes en la cepa CD1 fue aproximadamente de un 15 %, y el tamaño celular medio 
entre 15 y 20 micras. Sin embargo, en la cepa C57BL/6J alrededor del 50 % de las 
células fueron gigantes y el tamaño medio de las levaduras era entre 30-35 micras (figura 
4.36). 
    
 
 
 
 
 
 
Figura 4.36. Análisis del tamaño de las células de C. neoformans (H99) en las diferentes cepas de ratón tras 
14 días de infección. Frecuencia del tamaño total de las levaduras (panel izquierdo) en ratones CD1 (línea de 
puntos) y en ratones C57BL/6J (línea negra). Distribución del tamaño de las levaduras (panel derecho). La 
línea roja horizontal indica la media de la distribución de cada cepa de ratón. 
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4.4.1.2 Efecto de la formación de células gigantes en la susceptibilidad a la 
infección 
A continuación, estudiamos si estos resultados se correlacionaban con la 
susceptibilidad a la infección. Ratones de ambas cepas de ratón (CD1 y C57BL/6J) 
fueron infectados y se monitorizó la supervivencia a lo largo del tiempo. Para determinar 
el grado de severidad de la enfermedad y el día de sacrificio de los animales, se tuvieron 
en cuenta los criterios del bienestar animal descritos en material y métodos. Como se 
observa en la figura 4.37, la cepa C57BL/6J mostró una susceptibilidad algo mayor a la 
infección por C. neoformans (p=0,036). 
                       
 
 
 
 
Figura 4.37. Susceptibilidad a la infección por C. neoformans en ratones C57BL/6J y CD1. 
Ratones de ambas cepas fueron infectados con 10
6
 células de la cepa H99 de C. neoformans por ratón y la 
supervivencia fue monitorizada a lo largo del tiempo. Ratones C57BL/6J (línea negra) y ratones CD1 (línea de 
puntos). 
 
4.4.1.3 Evaluación del peso y de la carga fúngica en pulmones y cerebro 
Los pulmones son el primer órgano afectado después de la inhalación de células 
de C. neoformans. Por ello, evaluamos las características macroscópicas y microscópicas 
de este órgano. Macroscópicamente, se apreció un aumento de tamaño de los pulmones 
y abundante formación de granulomas en ratones infectados de ambas cepas. Para 
normalizar el tamaño del órgano según el peso del ratón, se calcularon los índices 
organosomáticos de los pulmones y bazos.  
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Figura 4.38. Efecto de C. neoformans sobre el tamaño de órganos diana y diseminación de las 
levaduras durante la infección. Los animales se infectaron como se indica en el pie de la figura 4.37, y 
tras 14 días de infección se calculó el peso de los pulmones (A) y los bazos (B) con respecto al peso total del 
ratón. (C y D). Carga fúngica en pulmones (C) y cerebros (D) a día 7 y día 14. Los asteriscos indican 
diferencia significativa entre ratones control e infectados. 
 
Como se muestra en la figura 4.38A, el aumento fue más marcado en los ratones 
C57BL/6J. Mientras que los pulmones de los ratones CD1 aumentaron casi 5 veces 
respecto a los ratones no infectados, el incremento que se produjo en la cepa C57BL/6J 
era de más de 7 veces. 
Se estudió también el bazo, ya que este órgano linfoide está involucrado tanto en 
la regulación de la sangre (destrucción de células sanguíneas rojas viejas, producción de 
nuevas y mantener una reserva de sangre) como en la producción de células inmunes. 
Como se muestra en la figura 4.38B, en ambos casos el bazo era más grande en ratones 
infectados. Pero en este caso, y al contrario que en los pulmones, el bazo de los ratones 
infectados CD1 aumentó más que en los ratones C57BL/6J.  
Para estimar la cantidad de células de C. neoformans en los diferentes órganos, 
cuantificamos el número de UFCs en pulmón y cerebro. Como se observa en la figura 
4.38C, en pulmón no se obtuvieron diferencias significativas en las UFCs entre ambas 
cepas a ninguno de los tiempos evaluados. En cerebro, figura 4.38D, se observó una 
mayor cantidad de levaduras en los ratones C57BL/6J.  
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4.4.1.4 Estudio del patrón de citoquinas acumulado en el pulmón en los modelos 
de ratón CD1 y C57BL/6J 
Por otro lado, quisimos investigar si había una correlación entre la morfología de 
C. neoformans con el tipo de respuesta inmune desarrollado por cada ratón. Para ello, se 
cuantificó en primer lugar la concentración de citoquinas Th1 (TNF-α, IFN-γ, IL-2, IL-6 e 
IL-12), Th2 (IL-4 e IL-10) y Th17 (IL-17) en el pulmón. Los resultados mostraron una clara 
diferencia en el patrón de citoquinas acumulado (figura 4.39). En la cepa CD1, la 
infección por C. neoformans indujo principalmente citoquinas del tipo Th1 y Th17 como 
TNF-α, IFN-γ e IL-17. El incremento de estas citoquinas en la cepa C57BL/6J fue mucho 
menor. Sin embargo, la concentración de la principal citoquina del tipo Th2, la IL-4, 
aumentó significativamente en los ratones C57BL/6J. La IL-6 aumentó en ambas cepas 
de ratón durante la infección, así como la IL-2 y la IL-12 disminuyeron en animales 
infectados tras 14 días. En el caso de la IL-10, no observamos ninguna diferencia en 
ninguna condición. 
Estos datos sugieren que los ratones CD1 tienen un tipo de respuesta inmune de 
tipo Th1, mientras que los ratones C57BL/6J presentan un tipo de respuesta de tipo Th2. 
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Figura 4.39. Concentración de citoquinas en el pulmón de ratones C57BL/6J y CD1. Grupos de 5 
ratones fueron infectados con C. neoformans (10
6
 levaduras de la cepa H99 por ratón, barras blancas) o 
tratados con PBS como control (barras negras). Tras 14 días de infección, se extrajeron y homogeneizaron 
los pulmones, y se determinó la concentración de TNF-α (A), IFN-γ (B), IL-17 (C), IL-4 (D), IL-6 (E), IL-12 (F), 
IL-2 (G) e IL-10 (H). En la figura se representa la media y la desviación estándar de 5 ratones diferentes a 
cada tiempo. Los asteriscos indican diferencia significativa entre ratones control e infectados. 
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4.4.1.5 Respuesta de anticuerpos durante de la infección por C. neoformans en 
CD1 y C57BL/6J 
El papel de los anticuerpos durante la criptococosis es controvertido, ya que la 
administración de mAbs anti-GXM a los animales puede alterar el desarrollo de la 
enfermedad, causando protección o empeorando la enfermedad (Maitta et al., 2004; 
Taborda et al., 2003; Yuan et al., 1995). Sin embargo, se ha asociado un incremento en 
la producción de anticuerpos a una mayor susceptibilidad a la infección y a un tipo de 
respuesta inmune Th2. Por otra parte, se sabe que los niveles de IgE total están 
involucrados en reacciones alérgicas y su acumulación ocurre en respuestas de tipo Th2. 
Por ello, decidimos medir la cantidad de anticuerpos anti-GXM y de IgE total mediante 
ELISA. 
En el suero de los ratones C57BL/6J infectados se detectaron mayores niveles de 
anticuerpos IgM anti-GXM a 7 y 14 días que en los ratones no infectados. Este aumento 
no fue detectado en los ratones CD1. Además, observamos que la infección por 
C. neoformans causa un aumento de la concentración de IgE en ratones C57BL/6J. En la 
cepa CD1, el aumento de la concentración de IgE total no fue significativo en 
comparación con ratones no infectados (figura 4.40). 
 
Figura 4.40. Respuesta de anticuerpos tras la infección por C. neoformans. Ratones de las cepas 
CD1 y C57BL/6J infectados con 10
6
 células de C. neoformans (H99, barras blancas) o tratados con PBS 
(barras negras), y tras 7 y 14 días de infección se extrajo la sangre. (A) Cuantificación del título de 
anticuerpos IgM contra GXM cuantificado mediante ELISA. (B) Concentración de IgE en las muestras de 
suero. Los asteriscos indican diferencia significativa (ver Material y métodos). 
 
4.4.2 Función de la IL-17 en la formación de células gigantes de C. neoformans 
Tras comprobar que la formación de células gigantes en C. neoformans depende 
de la cepa de ratón y que respuestas de tipo Th1 y Th17 se correlacionan con una menor 
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proporción de células gigantes de C. neoformans, en la siguiente parte de este trabajo 
nos centramos en el papel que juega la citoquina IL-17 en la formación de este tipo de 
células. Para ello, utilizamos ratones deficientes de esta citoquina. Los ratones KO Il17a-/- 
fueron generados por el grupo de investigación de Yoichiro Iwakura (Universidad de 
Tokio) en un fondo genético C57BL/6J. Esta parte del trabajo se llevó a cabo durante mi 
estancia en el laboratorio de la Dra. Anna Vecchiarelli (Universidad de Perugia, Italia) 
donde estaban disponibles estos ratones. 
4.4.2.1 Estudio de la morfología de C. neoformans en los modelos de ratón 
C57BL/6J e Il17a-/- 
 Se realizaron infecciones en ratones silvestres y ratones KO Il17a-/- con la cepa 
H99. Los ratones fueron sacrificados tras 6 y 9 días de infección. Se seleccionaron estos 
tiempos y no 7 y 14 días, como en experimentos anteriores, porque los ratones KO 
resultaron ser muy sensibles a la infección por C. neoformans y mostraban síntomas de 
enfermedad a tiempos cortos. Transcurrido este tiempo, se analizó la morfología de las 
levaduras en el pulmón (figura 4.41). 
 
Figura 4.41. Morfología de C. neoformans en ratones C57BL/6J e Il17a
-/-
. Células de C. neoformans 
H99 (10
6
 células/ratón) fueron inoculadas en ratones macho C57BL/6J e Il17a
-/-
 tal y como se indica en 
Material y métodos. Tras 9 días de infección, se aislaron y homogeneizaron los pulmones. El tamaño de las 
levaduras se visualizó tras suspender los extractos en tinta china. En la figura también se muestra el tamaño 
de las levaduras que crecieron in vitro en medio Sabouraud. 
 
Se midieron alrededor de 400 células por grupo. Como se observa en la figura 
4.42, a los 9 días de infección se observaron células gigantes en ambas cepas de ratón. 
Sin embargo, en la cepa silvestre, el tamaño celular medio de C. neoformans fue 
alrededor de 50 micras, mientras que en los ratones Il17a-/- se observó una menor 
proporción de estas células y el tamaño medio de las mismas era entre 35-40 micras. La 
media de tamaño de las células observadas en los pulmones de los ratones KO fue 
significativamente menor en comparación con los ratones silvestres (p<0.0001). 
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Figura 4.42. Tamaño de C. neoformans en ratones C57BL/6J e Il17a
-/-
. Distribución del tamaño celular 
total (A), tamaño del cuerpo celular (B) y tamaño de la cápsula (C) de células de C. neoformans H99 aisladas 
del pulmón de ratones C57BL/6J e Il17a
-/-
 después de 9 días de infección con una dosis de 10
6
 células/ratón. 
Las líneas rojas representan la media y el error estándar. Las líneas verdes indican la medida a partir de la 
cual se consideran células gigantes. Diagrama de cajas y bigotes de la distribución del tamaño celular total. 
La línea dentro de la caja representa la mediana y las líneas superior e inferior representan el percentil 75 y 
25 respectivamente. Los números encima de cada distribución indican el porcentaje de células gigantes 
encontradas en cada animal. (D) tamaño celular total y (E) tamaño del cuerpo celular obtenido en 5 ratones 
de cada cepa. 
Al analizar el tamaño celular total, encontramos que la proporción de células 
gigantes (>30 µm) era alrededor de 95 % en los ratones silvestres, mientras que en los 
ratones Il17a-/- era del 83 % (figura 4.43A). 
 
Figura 4.43. Distribución de tamaño de C. neoformans en ratones C57BL/6J e Il17a
-/-
. 
Representación de la frecuencia del tamaño celular total (A) y del tamaño del cuerpo celular (B) de células de 
C. neoformans WT H99 aisladas de ratones C57BL/6J (línea de puntos) y de ratones Il17a
-/-
 (línea negra) tras 
9 días de infección con una dosis de 10
6
 células/ratón. 
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Sin embargo, cuando se analizó la frecuencia de células con un cuerpo celular 
mayor de 15 µm, encontramos que en los ratones silvestres el porcentaje era del 62.5 % 
comparado con un 34,75 % en los ratones deficientes para la IL-17 (figura 4.43B). Los 
datos obtenidos muestran que los ratones Il17a-/- hay un porcentaje más bajo de células 
gigantes en comparación con los animales silvestres.  
4.4.2.2 Análisis del peso de los órganos diana durante la infección de 
C. neoformans 
Cuando calculamos el índice organosomático, observamos que los pulmones 
aumentaron significativamente de tamaño tras la infección en ambas cepas de ratón en 
comparación con los pulmones de ratones no infectados (figura 4.44). Con respecto al 
cerebro, en ambos casos hubo un aumento de tamaño en los ratones infectados, aunque 
fue más acusado en los ratones KO. En el caso del bazo, y al contrario que en el cerebro, 
la cepa silvestre C57BL/6J aumentó de forma significativa el tamaño de este órgano en 
los ratones infectados en comparación con la cepa Il17a-/-. 
 
Figura 4.44. Efecto de C. neoformans sobre el tamaño de órganos diana en animales C57BL/6J e 
Il17a
-/-
. Peso de los pulmones, cerebros y bazos con respecto al peso total del ratón en ratones C57BL/6J e 
Il17a
-/-
 tras 9 días de infección con la cepa H99 de C. neoformans. 
4.4.2.3 Histopatología de los pulmones infectados 
Tras 9 días de infección, se podía apreciar macroscópicamente la formación de 
granulomas en ambas cepas de ratón. Para investigar el tipo de respuesta inflamatoria y 
el reclutamiento celular en los pulmones, realizamos un análisis histopatológico. Como se 
puede observar en la figura 4.45, hubo una gran infiltración celular tras la infección. 
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Además, se visualizaron con facilidad las células gigantes en las fotografías 
tomadas con mayor aumento. Estas células fueron fácilmente identificadas por su forma 
redondeada y por el halo blanco que corresponde a la cápsula de C. neoformans. Las 
células gigantes se encontraron con mayor frecuencia en la cepa silvestre C57BL/6J en 
comparación con los secciones de los pulmones de ratones Il17a-/-. 
 
Figura 4.45. Histología de pulmones de ratones C57BL/6J e Il17a
-/-
 infectados con C. neoformans. 
Las imágenes muestran secciones de pulmones de ratones C57BL/6J e Il17a
-/-
 teñidas con 
hematoxilina/eosina. Ratones C57BL/6J e Il17a
-/-
 fueron infectados con la cepa 10
6 
levaduras de la cepa H99 
por ratón. Tras 9 días de infección, se extrajeron los pulmones y se realizaron cortes histológicos. Las 
imágenes A, B, D y E están tomadas a baja magnificación mientras que las imágenes C y F con alta 
magnificación. Las fechas negras de la imagen C indican células gigantes de C. neoformans. 
 
4.4.2.4 Correlación de la morfología de C. neoformans con la diseminación al 
sistema nervioso central 
Seguidamente, estudiamos si había una correlación entre la morfología de 
C. neoformans y la diseminación al SNC. Para ello, tras 6 y 9 días de infección, se 
extrajeron los pulmones y los cerebros de los ratones, se homogeneizaron en PBS y se 
determinó el número de UFCs. Como se observa en la figura 4.46A/B, no se obtuvieron 
diferencias significativas en el pulmón. Por otra parte, el recuento de UFCs en el cerebro 
fue significativamente más alto en los ratones Il17a-/- en comparación con los ratones 
silvestres después de 6 días de infección (figura 4.46C), mientras que esta diferencia no 
se observó a los 9 días (figura 4.46D). Estos resultados sugieren que en los ratones 
deficientes para la citoquina IL-17 la diseminación de C. neoformans al SNC se produce 
antes que en los ratones silvestres C57BL/6J.  
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Figura 4.46. Carga fúngica y diseminación de C. neoformans en ratones C57BL/6J e Il17a
-/-
. 
Ratones C7BL/6J (barras negras) e Il17a
-/-
 (barras blancas) infectados como se describe en la figura 4.45 
fueron sacrificados tras 6 (A y C) y 9 (B y D) días de infección, y el número de UFCs se cuantificó en 
pulmones (A y B) y cerebros (C y D). El asterisco indica diferencias estadísticamente significativas. 
 
4.4.3 Estudio de de la respuesta inmune durante la infección de C. neoformans en 
ratones Il17a-/- 
A continuación decidimos investigar el patrón de citoquinas acumulado tanto en el 
pulmón como en el cerebro y el reclutamiento celular en ambos órganos. 
4.4.3.1 Análisis de la producción de citoquinas durante la infección 
Para identificar el tipo de respuesta inmune inducido en cada cepa de ratón, 
decidimos medir las siguientes citoquinas; Th1 (TNF-α, IFN-γ, IL-1β, IL-6 e IL-12), Th2 
(IL-14 e IL-10) y Th17 (IL-17, IL-21, IL-22, IL-23). En esta ocasión, se evaluaron 
citoquinas que no se midieron anteriormente en el apartado 4.4.1.4. Se incluyeron en el 
análisis más citoquinas del tipo de respuesta Th17, como IL-21, IL-22 e IL-23 (que han 
sido asociadas con respuestas autoinmunes y antitumorales) y la IL-1β (la cual es 
producida principalmente por macrófagos activos y células dendríticas en respuesta al 
TNF-α). 
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4.4.3.1.1 Citoquinas en el pulmón 
Como se muestra en la figura 4.47, se observaron diferencias en la concentración 
de citoquinas en el pulmón de ambas cepas de ratón. 
 
Figura 4.47. Concentración de citoquinas en el pulmón de ratones C57BL/6J e Il17a
-/-
. Ratones 
C57BL/6J e Il17a
-/-
 fueron infectados con 10
6
 levaduras de la cepa H99 por ratón (barras negras), o tratados 
con PBS (barras blancas). La concentración de TNF-α (A), IFN-γ (B), IL-6 (C), IL-4 (D), IL-10 (E), IL-12 (F), IL-
22 (G) e IL-23 (H) fue determinada de los extractos de pulmón después de 9 días de infección, tal y como se 
indica en Material y métodos. En la figura se representa la media y la desviación estándar de 5 ratones 
diferentes. Los asteriscos indican diferencia significativa entre ratones control e infectados. 
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 En lo que respecta a las citoquinas del tipo de respuesta Th1, la infección por 
C. neoformans indujo una mayor acumulación de TNF-α en los ratones Il17a-/- en 
comparación con los animales silvestres, lo que sugiere que en ausencia de IL-17, se 
produce una respuesta compensatoria que acumula algunas citoquinas de tipo Th1. El 
IFN-γ aumentó de forma significativa en los ratones silvestres infectados, pero este 
aumento no fue significativo en los animales KO. En el resto citoquinas de tipo Th1 
analizadas no se obtuvieron diferencias. Las citoquinas IL-4 e IL-10 (Th2) aumentaron en 
respuesta a C. neoformans de igual manera en ambas cepas de ratón, lo cual confirma 
que los ratones C57BL/6J tienen una respuesta polarizada a tipo Th2. Por último, en las 
citoquinas del tipo de respuesta Th17, se produjo un aumento significativo de IL-21 
durante la infección en los ratones C57BL/6J que no se observó en los ratones Il17a-/-. La 
citoquina IL-22, aumentó de manera similar en los animales silvestres e Il17a-/-. Por 
último, la IL-17 aumentó en ratones silvestres infectados, y como era de esperar, no fue 
detectada en los ratones Il17a-/-. 
4.4.3.1.2 Citoquinas en el cerebro 
También medimos la concentración de todas estas citoquinas en el cerebro de los 
ratones tras 9 días de infección. Como se muestra en la figura 4.48, la producción de 
todas las citoquinas analizadas aumentó en los cerebros de los ratones Il17a-/-. La 
concentración de las citoquinas TNF-α e IFN-γ (Th1) fue mayor en los animales 
infectados (p<0,05) en comparación con los controles (sin infección) y este aumento fue 
mucho más marcado en los ratones Il17a-/- que en los ratones silvestres C57BL/6J 
(infectados). La concentración de IL-10 (Th2) también fue más alta en el cerebro de 
ratones Il17a-/- infectados con respecto a los controles (p<0,05). En lo que concierne a las 
citoquinas Th17, todas estaban más aumentadas en los ratones Il17a-/- que en los 
ratones silvestres, pero solo la IL-21 y la IL-22 aumentaron de forma significativa con 
respecto al control (p<0,05). Las citoquinas IL-1β, IL-6, IL-4 no se acumularon en los 
cerebros de ninguna de las dos cepas de ratón (datos no mostrados). 
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Figura 4.48. Concentración de citoquinas en el cerebro de ratones C57BL/6J e Il17a
-/-
. Los ratones 
fueron infectados como se indice en la figura 4.47 y la concentración de TNF-α (A), IFN-γ (B), IL-6 (C), IL-10 
(D), IL-21 (E), IL-22 (F) e IL-23 (G) fue determinada de los extractos de cerebro después de 9 días de 
infección. En la figura se representa la media y la desviación estándar de 5 ratones diferentes. Los asteriscos 
indican diferencia significativa entre ratones control e infectados. 
 
4.4.3.1.3 Reclutamiento celular en pulmones y cerebro 
Para cuantificar el reclutamiento celular en los pulmones y en el cerebro, medimos 
la cantidad de linfocitos, macrófagos y células polimorfonucleares (PMNs) mediante 
citometría de flujo (ver Material y métodos) en ratones de ambas cepas después de 9 
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días de infección. Como se observa en la figura 4.49, la infección por C. neoformans 
produjo cambios en la proporción de células inmunes en el pulmón. En los ratones 
C57BL/6J infectados, la proporción de linfocitos, macrófagos y PMNs fue 
significativamente mayor que los ratones control (sin infectar) y los ratones Il17a-/-. 
. 
Figura 4.49. Reclutamiento de células inmunes en los pulmones y cerebros de ratones C57BL/6J 
e Il17a
-/-
. Los animales fueron infectados como se describe en la figura 4.47, y tras 9 días se extrajeron los 
pulmones (A, B y C) y cerebros (D). Dichos órganos se homogeneizaron tal y como se describe en material y 
métodos, y se cuantificó el número total de linfocitos (A), macrófagos (B), y PMNs (C y D). 
 
En lo que respecta al cerebro, no se observaron diferencias significativas en la 
proporción de PMNs entre los ratones infectados de ambas cepas de ratón, aunque esta 
proporción fue ligeramente más alta en los ratones Il17a-/- en comparación con los 
ratones control. 
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5 DISCUSIÓN 
La infección por hongos patógenos es un proceso multifactorial en el que 
intervienen tanto factores del huésped como del microorganismo. Clásicamente, la 
investigación de este tipo de infecciones se ha centrado en la caracterización de factores 
de virulencia que causan daño en el huésped, como enzimas líticas y mecanismos de 
invasión y diseminación. Sin embargo, la adaptación al huésped y la evasión del sistema 
inmune es también vital para poder proliferar y sobrevivir. Los cambios morfológicos, 
como la formación de hifas, participan en la virulencia de varias maneras, ya que 
favorecen la captación de nutrientes, la adhesión e invasión de los tejidos, evasión de la 
fagocitosis y les confiere ventajas durante la infección. Además, la deficiencia en estas 
transiciones morfológicas altera la biología de estos patógenos. 
Sin embargo, el concepto de morfogénesis en C. neoformans y C. gattii es 
distinto, ya que durante la infección no aparecen filamentos, sino que las células cambian 
de tamaño. Estos cambios pueden producirse mediante el crecimiento capsular, o 
formación de células gigantes donde aumenta el tamaño tanto de la cápsula como del 
cuerpo celular (Feldmesser et al., 2001; Okagaki et al., 2010; Zaragoza et al., 2010). 
Estos cambios son muy característicos de la infección por este patógeno, por lo que en 
este trabajo nos hemos propuesto estudiar la morfogénesis de C. neoformans en 
profundidad. 
5.1 Síntesis de cápsula y crecimiento capsular 
La cápsula de polisacárido es el principal rasgo fenotípico de C. neoformans, y su 
principal factor de virulencia (Zaragoza et al., 2009). Además, no es una estructura 
estática, sino que puede cambiar de estructura y tamaño en el huésped (Feldmesser et 
al., 2001). Sin embargo, los mecanismos que regulan la síntesis y crecimiento de la 
cápsula son desconocidos. Se ha propuesto que el polisacárido capsular se sintetiza 
intracelularmente y que después es transportado al exterior de la célula dentro de 
vesículas (Rodrigues et al., 2007). En una primera parte del trabajo, hemos estudiado la 
dinámica de aparición y ensamblaje de la cápsula en una cepa que expresa el gen 
pGAL7::CAP59 que solo sintetiza la cápsula en presencia de galactosa (Chang et al., 
1995). En células silvestres, la cápsula ya es visible en la célula hija en los primeros 
estadios de la gemación (Zaragoza et al., 2006), apareciendo en el polo opuesto a la 
célula madre y extendiéndose al mismo tiempo que la célula hija va aumentando de 
tamaño, de manera que tiene cápsula completa en el momento de la separación. Este 
resultado sugiere que la síntesis de la cápsula ocurre de manera polarizada a partir de un 
punto determinado. Usando esta cepa, hemos observado que la cápsula aparece en 
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puntos distribuidos homogéneamente por toda la célula.  Esto indica que la síntesis de la 
cápsula no es dirigida desde un punto en concreto de la pared celular sino que ocurre de 
forma dispersa y no polarizada. La síntesis de la cápsula se ha relacionado con la 
producción de vesículas extracelulares (Rodrigues et al., 2007). Nuestros resultados 
están de acuerdo con esta hipótesis, ya que la secreción de vesículas se observa en 
microscopía electrónica de transmisión a través de toda la célula y de forma no 
polarizada. Creemos que este es un modelo interesante para investigar los cambios 
asociados a la síntesis capsular, como producción y contenido de vesículas, cambios 
intracelulares y cambios en la pared entre otros.  
El tamaño de la capsula no es constante, y el crecimiento capsular es una de las 
principales características fenotípicas durante la infección. Este fenómeno supone un 
cambio drástico para la célula, ya que se ha estimado que durante este proceso se 
acumula aproximadamente un 20 % de polisacárido nuevo en la cápsula en unas pocas 
horas (Maxson et al., 2007b). Por ello, se cree que es un proceso muy costoso 
energéticamente. Este hecho es especialmente llamativo, porque el crecimiento capsular 
ocurre en condiciones limitantes de nutrientes, lo cual puede indicar que tiene una gran 
importancia para la biología de C. neoformans. Para conocer hasta qué punto el 
crecimiento de la cápsula es dependiente de energía, hemos evaluado el efecto de 
diferentes inhibidores de la cadena respiratoria durante la inducción de la cápsula. 
En los eucariotas, la energía requerida para el crecimiento, el desarrollo, la 
reproducción y la respuesta a estrés deriva principalmente de la producción de ATP 
durante la respiración mitocondrial. Se ha postulado que esta necesidad de energía es 
muy importante para la capacidad de los microorganismos de producir enfermedad. En 
los animales, la transferencia de electrones durante la respiración desde el NADH hasta 
el oxígeno ocurre a través de los complejos de la membrana interna mitocondrial. 
Además de esta vía clásica, las plantas superiores (Moore and Siedow, 1991), las algas 
(Dinant et al., 2001), los hongos (Sakajo et al., 1993; Kirimura et al., 1999; Johnson et al., 
2003) y las amebas (Jarmuszkiewicz et al., 1998) poseen otras vías de transferencia de 
electrones (Alonso-Monge et al., 2009), que incluyen la ruta alternativa de la NADPH 
deshidrogenasa insensible a rotenona (Kerscher, 2000) y la ruta de la oxidasa alternativa 
(AOX). Se ha visto que C. albicans contiene una tercera ruta respiratoria llamada PAR 
(ruta respiratoria paralela) (Ruy et al., 2006).  
Para estudiar la función mitocondrial en el aumento capsular, se bloquearon los 
diferentes complejos de la cadena transportadora de electrones con inhibidores de la 
fosforilación oxidativa (figura 5.1). Previsiblemente, el bloqueo de la cadena de electrones 
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puede producir efectos drásticos en la célula, por lo que solo se utilizaron inhibidores que 
no causaron muerte celular.  
 
Figura 5.1. Representación esquemática de la cadena transportadora de electrones y los inhibidores 
mitocondriales utilizados para bloquear los distintos complejos. 
 
Nuestros resultados muestran que es necesario el correcto funcionamiento de 
todos los complejos de la cadena transportadora de electrones para que tenga lugar la 
inducción de la cápsula de C. neoformans. Es interesante el hecho de que al bloquear 
una de las rutas, como la AOX, es suficiente para inhibir el crecimiento capsular. Este 
resultado sugiere que en condiciones limitantes de nutrientes, una parte importante de la 
energía celular se invierte en la síntesis de la cápsula. No se puede descartar que una 
limitación en la producción de ATP influya también en la replicación del ADN, con lo que 
las células en estas circunstancias podrían responder parando el ciclo en la fase G0. 
Además, observamos que durante el crecimiento de la cápsula hay cambios en el 
potencial de membrana mitocondrial, lo que indica que en estas condiciones hay una 
mayor actividad mitoncondrial que resulta en mayor secreción de protones al espacio 
periplásmico. Como el complejo oxidasa alternativa no está presente en mamíferos, 
creemos que esta ruta podría ser una buena diana antifúngica. Consideramos que 
nuestros resultados deben ser confirmados en el futuro con diferentes abordajes, como 
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medida de la respiración o de la actividad de enzimas mitocondriales durante el 
crecimiento capsular.  
La cápsula es el principal factor de virulencia de C. neoformans, ya que mutantes 
acapsulares son avirulentos (Chang and Kwon-Chung, 1994; Chang et al., 1996; Chang 
and Kwon-Chung, 1998; Chang and Kwon-Chung, 1999). Sin embargo, no se conoce en 
detalle hasta qué punto células con diferente tamaño de cápsula tienen diferente 
virulencia. En este trabajo, hemos utilizado un mutante descrito en la literatura, gat201, 
que sintetiza cápsula, pero tiene afectada la inducción.  
Al analizar la virulencia de este mutante en G. mellonella, observamos que las 
larvas infectadas con el mutante mostraban mayor supervivencia que las infectadas con 
la cepa silvestre, aunque ambas cepas crecieron de igual manera tanto a 30 como a 
37 ºC. Estos resultados sugieren que el crecimiento de la cápsula es importante para la 
virulencia de C. neoformans. Por otra parte, las células fagocíticas juegan un papel muy 
importante en la respuesta inmune del huésped frente a C. neoformans, y la habilidad de 
este patógeno para evadir la fagocitosis es crucial para la patogénesis (Del Poeta, 2004). 
Estos resultados muestran que la fagocitosis del mutante gat201 fue alrededor de un 
60 % mientras que en la cepa silvestre H99 fue entorno al 30 %. Las propiedades 
antifagocíticas de C. neoformans han sido atribuidas a la cápsula de polisacárido (Del 
Poeta, 2004). Nuestros resultados concuerdan con los publicados en otros trabajos, ya 
que al tener afectada la inducción de la cápsula, el mutante gat201 tiene defectos para 
evadir la fagocitosis. De hecho, este mutante es fagocitado más eficientemente por 
macrófagos de ratón (Liu et al., 2008). Sin embargo, no podemos descartar que este 
mutante pueda estar alterado en más fenotipos necesarios para la virulencia. De hecho, 
se ha visto que gat201 también regula las síntesis de melanina (Liu et al., 2008). Por ello, 
se requieren más estudios para verificar el papel del crecimiento capsular en la virulencia.  
5.2 Obtención de células gigantes en condiciones in vitro 
El otro cambio característico de C. neoformans es la formación de células 
gigantes (Okagaki et al., 2010; Zaragoza et al., 2010). A pesar del cambio drástico que 
supone la aparición de este tipo de células, su función en la virulencia y los mecanismos 
que regulan su formación no son conocidos. Una de las grandes limitaciones para 
investigar las células gigantes es la dificultad de reproducir este fenómeno in vitro. Se ha 
descrito que estas células aparecen en presencia de fosfolípidos (Chrisman et al., 2011). 
En este trabajo hemos definido un medio de cultivo en el que hemos conseguido 
reproducir parcialmente este fenómeno y que hemos definido como medio TCM (de las 
siglas Titan Cells Medium). Este medio tiene varias características: limitación de 
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nutrientes, pH neutro y suero de mamífero. Las células gigantes observadas en modelos 
in vivo pueden llegar a alcanzar hasta las 70-100 micras (Feldmesser et al., 2001; 
Okagaki et al., 2010; Zaragoza et al., 2010; Zaragoza and Nielsen, 2013). En nuestro 
caso, el tamaño de las células gigantes es menor, lo cual puede ser debido a que 
estamos observando el proceso inicial de esta transición. Sin embargo, en el medio TCM, 
las células alcanzan un tamaño cercano a 30 micras en unas horas. Existen varias 
razones por las que las células no alcanzan el mismo tamaño en el medio TCM que en 
los animales. Es posible que en el medio de cultivo se agoten los nutrientes o el factor 
inductor que favorece este cambio morfológico. En cambio, las infecciones in vivo se 
mantienen durante más tiempo, con una concentración de nutrientes estable, por lo que 
las células tienen mayor oportunidad de alcanzar tamaños significativamente mayores. 
Tampoco se puede descartar que in vivo haya otros factores inductores no presentes en 
nuestro medio in vitro. 
5.2.1 Factores del medio TCM que favorecen las células gigantes 
Se ha descrito que el suero de mamíferos, y en concreto, la fracción de lípidos 
polares, induce el crecimiento capsular en C. neoformans (Zaragoza et al., 2003a; 
Chrisman et al., 2011). Nuestros resultados demuestran que en determinadas 
situaciones, el suero también induce el crecimiento del cuerpo celular, y de hecho, es el 
principal factor necesario para la formación de células gigantes en el medio TCM. Sin 
embargo, el suero no es suficiente para inducir este proceso, y su efecto depende de 
varios factores, como la limitación de nutrientes y la concentración celular. Hemos 
determinado que los fosfolípidos del suero son el principal factor que induce la formación 
de células gigantes. Esto está de acuerdo con trabajos previos en los que se observó que 
la exposición prologanda (6-8 días) de C. neoformans a fosfolípidos del suero resulta en 
la aparición de células gigantes (Chrisman et al., 2011). Sin embargo, la función del suero 
durante la formación de células gigantes in vivo es discutible, ya que las levaduras solo 
se encuentran en este fluido cuando cruzan los endotelios y penetran al torrente 
sanguíneo. En cambio, las células gigantes se forman principalmente en los espacios 
alveolares, donde no hay suero, excepto en condiciones de edema agudo. Por ello, 
pensamos que el agente inductor fisiológico debe ser otro componente del pulmón. Este 
órgano está continuamente expuesto a diferentes microorganismos, por lo que la 
respuesta inmune innata del pulmón es muy efectiva y específica de este órgano, e 
incluye macrófagos alveolares, lisozima y surfactante pulmonar (Martin and Frevert, 
2005). El surfactante pulmonar es producido por los neumocitos de tipo II y está 
compuesto en un 80 % por fosfolípidos. Su principal función es reducir la tensión 
superficial alveolar, ya que es un agente tensoactivo que en contacto con el agua 
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modifica su tensión superficial. Además, algunas proteínas del surfactante son 
antimicrobianas y pueden actuar como opsoninas. Por todo ello, planteamos la hipótesis 
de que la unión del surfactante a C. neoformas pueda ser una de las señales que induzca 
el crecimiento celular.  
La señalización intracelular en respuesta a los fosfolípidos durante la inducción de 
células gigantes no es conocida. Una posibilidad es que los fosfolípidos sean degradados 
por la fosfolipasa C, que produce diacilglicerol (DG), o la fosfolipasa B, que produce ácido 
araquidónico (AA) (Noverr et al., 2003). El DG es un activador de la proteína kinasa C 
(PkC) de humanos, y también es capaz de activar la de S. cerevisiae en presencia de 
fosfatidilcolina (Ogita et al., 1990). Por otra parte, AA también es un potente activador de 
la PkC de levaduras (Ogita et al., 1990; Antonsson et al., 1994). Esta proteína participa 
en multiples procesos, como regulación e integridad de la pared celular (Heinisch et al., 
1999; Kamada et al., 1995; Davenport et al., 1995) y crecimiento polarizado (Zarzov et al., 
1996). 
El suero solo tiene efecto en condiciones limitantes de nutrientes, ya que en 
medios ricos no indujo el crecimiento celular. Este hecho sugiere que la formación de 
células gigantes es una respuesta a estrés. La concentración de nutrientes en el medio y 
la fuente de carbono inducen múltiples cambios en la célula. Por ejemplo, altas 
concentraciones de glucosa inducen represión catabólica de genes necesarios para la 
utilización de otras fuentes de carbono (ver revisiones en (Gancedo, 1998; Kayikci and 
Nielsen, 2015). Por otra parte, la limitación de nutrientes también activa la ruta TOR (de 
las siglas en inglés Target of Rapamycin) (Heitman et al., 1991), que es una quinasa 
altamente conservada que regula el crecimiento y la división celular y que responde a 
cambios en el ambiente como la disponibilidad de nutrientes o el estado energético 
celular (Otsubo and Yamamato, 2008). En los últimos años, se ha demostrado que la vía 
TOR controla diferentes procesos, todos ellos relacionados con el crecimiento celular, 
organización de actina, tráfico de membrana, degradación de proteínas y señalización a 
través de la PkC entre otros (Schmelzle and Hall, 2000). La PKC tiene un papel central en 
la regulación de múltiples procesos celulares incluyendo el crecimiento celular y la 
proliferación, y se ha demostrado que la ruta TOR regula positivamente la fosforilación de 
PKC (Ziegler et al., 1999). 
Otro de los factores que hemos determinado que es importante para la formación 
de células gigantes in vitro es el CO2. La cápsula se induce en respuesta a 
concentraciones de CO2 presentes en el huésped (Granger et al., 1985), lo cual es 
consistente con que este factor también favorece el crecimiento del cuerpo celular. El 
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CO2 se convierte en HCO3
- por medio de las anhidrasas carbónicas. En C. neoformans, 
hay dos genes, CAN1 y CAN2, que codifican esta enzima, siendo Can2 la mayoritaria 
(Mogensen et al., 2006). El bicarbonato activa a la adenilato ciclasa (Bahn et al., 2005; 
Mogensen et al., 2006), por lo que nuestros resultados son consistentes con la hipótesis 
de que el CO2 induce el crecimiento celular a través de la ruta del AMPc.  
Uno de los resultados más llamativos de esta parte del trabajo es el efecto de la 
densidad celular en la formación de células gigantes. Este proceso no fue observado con 
concentraciones elevadas de células, lo que sugiere que está regulado por fenómenos de 
quórum sensing, el cual es un sistema de comunicación célula-célula mediado por 
moléculas liberadas al medio por las células. De esta manera, una mayor densidad 
celular resulta en una mayor concentración de las moléculas liberadas y mayor efecto 
sobre las células (Atkinson and Williams, 2009; Nealson et al., 1970; Waters and Bassler, 
2005). Existen varias moléculas involucradas en este proceso, siendo el farnesol una de 
las más caracterizadas, principalmente en C. albicans. El farnesol es un alcohol 
sesquiterpeno que se encuentra en extractos de plantas y también en diferentes hongos, 
y fue descrito como la primera molécula responsable de fenómenos de QS (Hornby et al., 
2001). En el caso de los hongos, el efecto del farnesol se ha investigado con mayor 
profundidad en C. albicans, donde se ha visto que esta molécula inhibe la transición de 
levaduras a hifas (Hornby et al., 2001). En C. neoformans, se ha visto que el farnesol 
inhibe su crecimiento in vitro y que tiene efecto sobre la secreción de fosfolipasas y 
proteasas (Cordeiro Rde et al., 2012), enzimas asociadas a la virulencia. Otro trabajo 
demuestra que el QS regula la formación de biofilms, la liberación de GXM y la síntesis 
de melanina en este patógeno (Albuquerque et al., 2014). En nuestras condiciones, el 
farnesol inhibió la formación de células gigantes, lo cual es consistente con el efecto 
observado sobre la formación de hifas en C. albicans. Por el momento, desconocemos el 
mecanismo por el cual el QS y el farnesol inhiben el crecimiento celular. Sin embargo, se 
ha descrito que esta molécula inhibe la adenilato ciclasa en C. albicans (Lindsay et al., 
2012), lo que es consistente con inhibición de formación de células gigantes. Estos 
resultados están de acuerdo con el hecho de que la proporción de células gigantes en 
ratones infectados con bajas dosis de inóculo fue significativamente mayor que en 
aquellos infectados con dosis más altas (Zaragoza et al., 2010). 
Un factor que también favoreció el crecimiento celular fue una concentración 
subinhibitoria de azida de sodio, la cual inhibe la respiración mitocondrial. El efecto de la 
azida fue aditivo, ya que aumentó el efecto de otros factores. Por ello, pensamos que una 
inhibición parcial de la cadena respiratoria puede desencadenar una señal de estrés que 
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resulte en una parada del ciclo celular, y de esta manera, permitir un mayor aumento 
celular. 
El crecimiento celular ocurre principalmente en la fase G1 del ciclo celular, y antes 
de progresar a la fase S y G2, las células necesitan alcanzar un tamaño determinado. 
Además, existe una relación constante entre la masa celular y su contenido de ADN 
(Aldea et al., 2007; Sugimoto-Shirasu and Roberts, 2003; Grebien et al., 2005), de 
manera que células de tamaño anormalmente grande son poliploides. Las células 
gigantes de C. neoformans aisladas de pulmones son poliploides (Zaragoza et al., 2010; 
Okagaki et al., 2010; Gerstein et al., 2015), por lo que se piensa que estas células se 
forman por endorreduplicación. Este proceso supone una alteración del ciclo celular, en el 
que tras la fase G2, las células omiten la mitosis, y vuelven a entrar en G1, lo que 
produce células que en cada ciclo aumentan su tamaño y contenido de ADN. 
 
 En nuestras condiciones, hasta la fecha no hemos conseguido medir el contenido 
de ADN de las células gigantes, ya que parecen ser impermeables a los colorantes como 
ioduro de propidio o DAPI. Además, hemos observado con frecuencia que durante la 
manipulación y fijación necesaria para la permeabilización, las células gigantes parecen 
lisarse y perder el contenido intracelular, lo que puede explicar la falta de tinción del 
núcleo (figura 5.2).  
 
Figura 5.2. Imágenes de células gigantes de la cepa H99 obtenidas in vitro en medio TCM sin tinción (panel 
izquierdo) y teñidas con colorante DAPI (panel derecho). La barra de escala corresponde a 10 micras. 
 
De cualquier manera, pensamos que los factores que inducen las células gigantes 
in vitro, como el suero, CO2 y el farnesol, actúan alterando el ciclo celular (ver figura 5.3), 
produciendo una parada en G1 y varias rondas de endorreduplicación. Sin embargo, esta 
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hipótesis debe ser todavía confirmada analizando en detalle el contenido de ADN de 
estas células. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 5.3. Representación esquemática de la integración de los diferentes factores del medio TCM y de las 
rutas intracelulares que podrían activar o reprimir durante la formación de células gigantes. 
 
5.2.2 Otros factores que influyen en la inducción de células gigantes 
La formación de células gigantes ha sido observada en muestras clínicas (Love et 
al., 1985; Cruickshank et al., 1973; Wang et al., 2014), y a pesar de ser un mecanismo 
que confiere ventajas a C. neoformans frente al huésped durante la infección, hemos 
observado que este proceso no es un fenotipo universal. Nuestros resultados muestran 
que existe una gran variabilidad entre diferentes aislados en lo que respecta a la 
capacidad de formar células gigantes. No obstante, las cepas de C. neoformans var. 
grubii (serotipo A) son las que más proporción de células gigantes formaron, lo que 
sugiere que este serotipo tiene mayor capacidad de adaptación al pulmón. Este resultado 
está de acuerdo con el hecho de que es el serotipo que se aisla con mayor frecuencia en 
pacientes infectados (Heitman et al., 2011), lo que sugiere que hay una correlación entre 
capacidad de formar células gigantes y desarrollo de la enfermedad. Por ello, creemos 
que esta correlación debería ser confirmada en futuros ensayos clínicos.  
Hasta el momento, no sabemos las diferencias genéticas que contribuyen a la 
variabilidad en la capacidad de formación de células gigantes. Es posible que diferentes 
cepas regulen de manera distinta la ruta del AMPc, aunque también puede existir 
variabilidad en otros reguladores. Por ejemplo, en este trabajo hemos encontrado nuevas 
rutas que parecen estar involucradas en la regulación del crecimiento celular, como es el 
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caso del gen CAR1 (CNAG_02500), que codifica la calnexina. Mutantes sin esta proteína 
tuvieron un tamaño anormalmente grande, incluso en medios ricos. La calnexina es una 
chaperona que retiene glicoproteínas no plegadas correctamente en el retículo 
endoplasmático. El mutante gtl1, que codifica una UDP-glucosa glucosiltransferasa y que 
participa en la glicosilación de proteínas, presentó un fenotipo similar. Por el momento 
desconocemos la razón de este fenotipo, pero pensamos que en ausencia de estas 
proteínas, hay un defecto en el control de la calidad en el plegamiento y modificaciones 
postraduccionales de las proteínas, que posiblemente repercute produciendo una parada 
del ciclo celular y consiguiente aumento de tamaño. Sin embargo, también es posible que 
este defecto produzca un fallo en la secreción de proteínas, que podrían acumularse de 
manera masiva en el retículo y causar con ello un aumento en el tamaño de las células.  
En resumen, en este trabajo se han identificado nuevos factores y proteínas que 
influyen en el tamaño celular, y cuyo papel en la biología de las células gigantes será 
investigado en el futuro. 
5.3 Expresión de genes durante la formación de células gigantes  
La secuenciación de nueva generación (NGS, por sus siglas en inglés) ha 
revolucionado al análisis genómico y transcriptómico, permitiendo el estudio de la 
expresión génica con un gran nivel de profundidad. La secuenciación masiva del ARN 
(RNAseq) es una herramienta potente para la visualización de la complejidad del 
transcriptoma, que permite identificar las secuencias codificantes de todo el genoma, 
estructura de genes, splicing alternativo y el ARN no codificante (Wang, 2009). En este 
trabajo hemos utilizado la técnica del RNAseq para identificar los genes que se expresan 
de forma diferente en dos condiciones de cultivo distintas (células pequeñas en medio 
Sabouraud y células gigantes en medio TCM). Los resultados obtenidos de este análisis 
mostraron un total de 410 genes que están sobreexpresados en las células gigantes en 
condiciones in vitro. Hemos identificado el gen CIG1, que codifica una manoproteína 
involucrada en la captación de hierro, como uno de los genes que más expresado está en 
estas condiciones. La unión y el secuestro de hierro es uno de los mecanismos que el 
huésped utiliza en la protección frente a diversos patógenos (Hwang et al., 2008; Jung 
and Kronstad, 2011; Vartivarian et al., 1993). Para adaptarse a la limitación de hierro, 
C. neoformans desarrolla diferentes respuestas, como un aumento en su transporte 
activo (Vartivarian et al., 1993) o un incremento en el tamaño de la cápsula. Nuestros 
resultados sugieren que la formación de células gigantes puede ser inducida por 
condiciones limitantes de este metal. En este sentido, se ha descrito que la respuesta a 
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niveles de hierro pueda estar mediada por la ruta del AMPc (Alspaugh et al., 1997; 
Alspaugh et al., 1998; D'Souza et al., 2001; Hu et al., 2007).  
Por otra parte, entre los genes que aparecen reprimidos en estas células, hemos 
identificado PCL1, que codifica una ciclina que regula el paso G1/S del ciclo celular. Este 
resultado sugiere que en nuestras condiciones hay un retraso en la transición de la fase 
G1 a S, por lo que el incremento de tamaño se debería principalmente a la elongación de 
la fase G1. Por ello, planteamos la hipótesis de que la formación de células gigantes 
requiere varios procesos, como elongación de la fase G1 y endorreduplicación.  
Además, también detectamos que en las células gigantes había un aumento de la 
expresión de un gran número de genes involucrados en procesos metabólicos. Esto 
puede ser debido a que las células de tamaño normal se obtuvieron tras incubarlas en un 
medio rico mientras que las células gigantes crecieron en un medio con limitación de 
nutrientes. Sin embargo, creemos lógico pensar que el estrés producido por la limitación 
de nutrientes que existe en el pulmón pueda contribuir a la inducción de células gigantes, 
que adaptarían su metabolismo para optimizar su utilización. En este sentido, también es 
llamativo que entre los genes sobreexpresados, haya una gran cantidad que codifican 
transportadores transmembrana y componentes integrales de membrana. Este resultado 
sugiere y apoya la idea de que estas células optimizan la captación de nutrientes del 
exterior. 
Para averiguar diferencias entre genes de las células gigantes que se inducen por 
medio de cultivo utilizado o al propio proceso de formación de células gigantes, nos 
hemos propuesto comparar la expresión en condiciones en las que tanto las células 
gigantes como las células de menor tamaño sean aisladas del mismo medio. Para ello, 
pretendemos obtener las células en medio TCM a una concentración de 104 células/mL, y 
compararlas con células incubadas en las mismas condiciones pero a una concentración 
de 106 células/mL, que son condiciones en las que no aparecen este tipo de células. 
Además, estos nuevos experimentos se realizarán en presencia de CO2, por lo que 
esperamos definir de manera más detallada los genes involucrados en este cambio 
morfológico. 
También hemos estudiado la expresión génica durante la formación de células 
gigantes en condiciones in vivo utilizando un modelo animal. Este abordaje paralelo tiene 
la ventaja de que las poblaciones de estudio han sido aisladas del mismo ambiente y 
sometidas a las mismas condiciones. Una limitación de nuestro estudio es que el número 
de lecturas de ARN obtenidas in vivo fue menor que en el análisis realizado in vitro, ya 
que se obtuvieron muchas lecturas correspondientes al ADN del ratón pese a la 
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purificación a la fueron sometidas ambas poblaciones celulares. Aunque no sabemos cual 
es la explicación, pensamos que el ADN que se libera durante la lisis de las células del 
ratón pueda adherirse al polisacárido de la cápsula, el cual puede purificarse junto con el 
ARN. A pesar de ser una limitación técnica, creemos que este fenómeno debería 
investigarse en detalle en el futuro, ya que sugiere un mecanismo por el cual el 
polisacárido capsular podría unirse al ADN del huésped y quizás alterar su funcionalidad. 
Aun así, obtuvimos un total de 916 genes sobreexpresados en las células gigantes, de 
los que cabe destacar el que codifica una metaloproteinasa elastinolítica extracelular. 
Muchos microorganismos utilizan las hidrolasas extracelulares para obtener nutrientes de 
polímeros que están en el ambiente y además han sido relacionadas en procesos de 
colonización y virulencia en distintos patógenos (Hase and Finkelstein, 1993; Hube et al., 
1994; Kwon-Chung et al., 1985; Parmely, 1992). Nuestro análisis también sugiere que 
estas células parecen sintetizar proteínas de manera muy activa, ya que se obtuvieron un 
gran número de genes involucrados en procesos intracelulares, traducción, relacionados 
con ribosoma y con la mitocondria. 
Por otra parte, se compararon los perfiles de expresión génica obtenidos in vitro e 
in vivo. Los resultados revelan un total de 80 genes sobreexpresados en las células 
gigantes que coinciden en ambos análisis y un total de 21 genes reprimidos. Al 
centrarnos en los genes sobreexpresados, hemos identificado muchos genes que 
codifican proteínas que están relacionadas con el Acetil CoA. El Acetil CoA es una 
molécula intermediaria clave en el metabolismo. Se ha visto que durante la infección 
pulmonar, C. neoformans induce la expresión de genes implicados en el ciclo del 
glioxilato, gluconeogénesis, β-oxidación, biosíntesis de aminoácidos y producción y 
utilización de Acetil CoA (Hu et al., 2008; Griffiths et al., 2012), lo cual está de acuerdo 
con nuestros resultados. Los factores que influyen en el Acetil CoA son de particular 
interés por la posición central que ocupa este metabolito en las rutas de utilización de 
glucosa y otras fuentes de carbono (figura 5.4). Además, mutantes de la Acetil-CoA 
sintasa son menos virulentos durante la infección (Hu et al., 2008). Nuestros resultados 
por lo tanto sugieren que la inducción de células gigantes conlleva un cambio metabólico 
que le confiere una ventaja selectiva para utilizar de manera eficiente las fuentes de 
carbono disponibles en el medio, así como las que obtiene mediante degradación de 
componentes celulares, como lípidos o proteínas. Se ha sugerido que el Acetil CoA 
también puede tener importancia en otros aspectos durante la infección, ya que es un 
precursor de la síntesis de quitina en la pared celular y necesario para la O-acetilación de 
la cápsula (Rodrigues et al., 2008a). Esta acetilación juega un papel importante en la 
inhibición de la migración de neutrófilos (Ellerbroek et al., 2004). En este análisis, también 
se obtuvieron genes involucrados en transporte, ciclo celular y de resistencia a múltiples 
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drogas. Estos datos pueden resultar de gran interés para buscar nuevas dianas 
antifúngicas o marcadores de células gigantes. 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 5.4. Esquema representativo de las fuentes de Acetil-CoA citoplasmático y papel del Acetil-CoA en el 
metabolismo y otros procesos. Figura modificada de Griffiths et al., 2012. 
 
5.4 Influencia del huésped en la formación de células gigantes 
En otra parte del trabajo, investigamos como el ambiente del huésped influye en 
la formación de células gigantes de C. neoformans. En un primer abordaje, hemos 
estudiado la formación de células gigantes en dos cepas de ratón diferentes. Nuestros 
resultados mostraron que la proporción de células gigantes es mayor en ratones 
C57BL/6J que en ratones CD1. Debido a que estas células no son fagocitadas por su 
gran tamaño y que son resistentes a factores de estrés, nuestros resultados pueden 
ayudar a predecir la susceptibilidad del huésped a la infección o la eficacia del 
tratamiento. Para identificar los factores del huésped que influyen en este cambio 
morfológico, hemos intentado correlacionar la morfología de las levaduras con diferentes 
parámetros de la enfermedad y de la respuesta inmune del ratón. 
En primer lugar, se realizaron curvas de supervivencia en ambas cepas de ratón 
para intentar correlacionar la morfología de las levaduras con la susceptibilidad del 
huésped a la infección. Observamos que los ratones C57BL/6J fueron más sensibles a la 
infección por C. neoformans que los CD1. Estos datos se correlacionan con la mayor 
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proporción de células gigantes observadas en el pulmón de estos ratones. Además, la 
diseminación al cerebro fue mayor en los ratones C57BL/6J, lo cual es consistente con su 
mayor sensibilidad a la infección y a que desarrollan una respuesta inmune menos eficaz 
que los ratones CD1. Sin embargo, a priori hubiera sido esperado que en aquellos 
ratones en los que hay una mayor diseminación al cerebro hubiera una menor proporción 
de células gigantes en el pulmón. Nuestros resultados indican que pueden encontrarse 
situaciones en las que no existe dicha correlación por varias razones. En primer lugar, las 
células gigantes pueden contribuir a la diseminación al producir células hijas de menor 
tamaño (Garcia-Rodas et al., 2011; Zaragoza et al., 2010). Además, el número de 
levaduras en el pulmón es muy alto, y la proporción de células de tamaño normal puede 
diseminar y proliferar en el cerebro si el sistema inmune no induce una respuesta eficaz. 
 A continuación, medimos diferentes parámetros que indican la severidad de la 
infección por C. neoformans, como el aumento de tamaño de los pulmones o el bazo, 
cambios en la producción de anticuerpos y la respuesta de citoquinas. En ambas cepas 
de ratón se observó que los pulmones infectados estaban inflamados y con presencia de 
granulomas. Pero los ratones C57BL/6J incrementaron el tamaño de los pulmones de 
forma más significativa que los ratones CD1, aunque el número de UFCs fue similar en 
ambas cepas de ratón. Creemos que esta diferencia se debe a que la mayor proporción 
de células gigantes en este órgano ocupa un volumen significativamente mayor que las 
células de menor tamaño. También puede ser que en estos ratones haya un mayor 
reclutamiento de células inmunes. Con respecto al tamaño del bazo, los ratones CD1 
presentaron mayor aumento en el tamaño de este órgano en comparación con los 
ratones C57BL/6J. La principal función del bazo es la producción de células sanguíneas 
nuevas y mantener una reserva de sangre (Janeway et al., 2005). Además, la 
esplenomegalia está considerada como una respuesta a la infección. Esto sugiere que 
los ratones CD1 tienen mayor actividad del bazo y responden de manera más efectiva a 
la infección que los C57BL/6J, lo cual se correlaciona con la menor diseminación y mayor 
control de la enfermedad.  
El patrón de citoquinas acumulado en el pulmón indica que los ratones C57BL/6J 
produjeron niveles muy bajos de IFN-γ y TNF-α. Sin embargo, estos ratones acumularon 
la citoquina IL-4 de forma significativa a ambos tiempos en comparación con los ratones 
CD1. Estos resultados indican que la formación de células gigantes se correlaciona con 
respuestas de tipo Th2. Se ha descrito que los ratones C57BL/6J desarrollan una 
respuesta inmune de tipo Th2 durante la infección (Guillot et al., 2008; Hoag et al., 1995; 
Chen et al., 2008; Milam et al., 2007). Este tipo de respuesta inmune está asociada con 
menor protección frente a la infección por C. neoformans, donde una respuesta efectiva 
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requiere la producción de citoquinas del tipo de respuesta Th1, que es la que 
desarrollaron los ratones CD1 (Hoag et al., 1997; Decken et al., 1998; Qiu et al., 2013; 
Huffnagle and McNeil, 1999; Zaragoza et al., 2007). Otros parámetros que indican que los 
ratones C57BL/6J desarrollan una respuesta de tipo Th2 fue la mayor producción de 
anticuerpos medida en estos animales, que generalmente se considera una respuesta no 
protectora frente a C. neoformans. Además, este microorganismo inhibe la producción de 
anticuerpos in vivo (Casadevall and Scharff, 1991; Deshaw and Pirofski, 1995; Diamond 
and Bennett, 1974). Sin embargo, los anticuerpos pueden jugar un papel importante en la 
respuesta a C. neoformans, ya que se ha descrito que la administración de Abs 
monoclonales que reconocen la cápsula puede conferir protección o empeorar la 
enfermedad (Maitta et al., 2004; Taborda et al., 2003; Shapiro et al., 2002; Beenhouwer et 
al., 2001; Yuan et al., 1995; Mukherjee et al., 1992). Nuestros datos apoyan la hipótesis 
de que un aumento en la producción de Abs resulta en una mayor predisposición a sufrir 
infección (Subramaniam et al., 2010a) y que un incremento de IgM en suero refleja un 
tipo de respuesta inmune de tipo Th2. Por otra parte, también se ha sugerido que los 
niveles de IgM pueden predecir el riesgo de sufrir criptococosis (Subramaniam et al., 
2009). Además, también medimos la concentración en suero de IgE, la cual se acumuló 
de manera significativa en los ratones C57BL/6J durante la infección. Los niveles de IgE 
están asociados a respuestas alérgicas y polarización hacia inmunidad de tipo Th2. Hay 
estudios que han demostrado que C. neoformans causa en los ratones C57BL/6J una 
infección pulmonar crónica acompañada de una respuesta alérgica de tipo Th2 (Huffnagle 
and McNeil, 1999), lo cual es consistente con los mayores niveles de IgE que hemos 
detectado en este trabajo. Sin embargo, nuestros resultados también están en contra de 
que en nuestras condiciones se produzca una infección crónica, ya que los ratones 
C57BL/6J fueron muy sensibles a la infección. Creemos que esto se debe a que en 
nuestras condiciones hemos utilizado la cepa H99, que es muy virulenta. Sin embargo, en 
los trabajos que muestran infección crónica en los ratones C57BL/6J, se usó la cepa 
24067, que es de serotipo D y menos virulenta.  
Los resultados obtenidos sugieren que el tipo de respuesta inmune del huésped 
influye en la formación de células gigantes de C. neoformans y nos permiten plantear la 
siguiente hipótesis. Un tipo de respuesta Th1 confiere protección frente a la infección y 
controla el crecimiento de las levaduras de forma más eficiente. Puede ser que este tipo 
de respuesta produzca mayor concentración de moléculas antifúngicas en el pulmón, 
siendo más difícil para las levaduras aumentar su tamaño celular. En cambio, un tipo de 
respuesta Th2 es menos protectora y resultaría en un ambiente en el pulmón menos 
agresivo para las levaduras, que podrían incrementar su tamaño significativamente. Sin 
embargo, no podemos descartar que algunos de los factores descritos anteriormente, 
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como la concentración de fosfolípidos o de CO2, sean diferentes por razones 
desconocidas en estos dos tipos de animales, lo que también podría explicar las 
diferencias encontradas.  
Nuestros resultados tienen importantes implicaciones clínicas para determinar la 
susceptibilidad de los pacientes a la infección. La identificación de factores del huésped 
que pueden afectar a la formación de células gigantes puede ayudar a predecir si un 
paciente en particular presenta una mayor predisposición a sufrir criptococosis. El mayor 
factor de riesgo para desarrollar esta enfermedad es una disminución de linfocitos CD4, 
aunque también se han descrito otros factores, como bajos niveles de IgM en suero 
(Subramaniam et al., 2010b). Nuestro trabajo, también tiene implicaciones en la eficacia 
del tratamiento antifúngico de los pacientes diagnosticados, ya que las células gigantes 
son más resistentes a factores de estrés (Zaragoza et al., 2010), por lo que una alta 
proporción de células gigantes puede correlacionarse con fallo terapéutico. Por ello, 
creemos que los datos presentados pueden contribuir al diseño de futuras estrategias 
basadas en la medicina individualizada y ayudar a mejorar el resultado del tratamiento 
antifúngico. 
5.4.1 Papel de la IL-17 en la morfogénesis de C. neoformans 
Para profundizar en los factores del sistema inmune que regulan la formación de 
células gigantes, nuestro grupo está llevando a cabo diferentes abordajes, basados en la 
modulación del sistema inmune y uso de ratones KO. Durante una estancia en el 
laboratorio de la Dra. Anna Vecchiarelli, hemos podido investigar el papel de la IL-17 en 
la morfogénesis de C. neoformans usando ratones que no producen esta citoquina 
(Nakae et al., 2002). La IL-17 estimula principalmente macrófagos y células endoteliales 
para producir factores que contribuyen a la inflamación local, y ha sido descrita como un 
mediador clave durante la defensa del huésped contra infecciones fúngicas (Conti et al., 
2009; Marais et al., 2016; McAleer and Kolls, 2014; Aggarwal and Gurney, 2002; Kolls 
and Linden, 2004). Al comparar la morfología de las levaduras recuperadas del pulmón 
de ratones C57BL/6J e Il17a-/-, observamos que el tamaño celular medio de las levaduras 
fue significativamente menor en los ratones que no producen IL-17. Estos resultados 
fueron en principio inesperados, ya que los ratones Il17a-/- son deficientes en respuesta 
inflamatoria, pero confirman que la ausencia de IL-17 tiene un efecto en la morfología de 
C. neoformans.  
Cuando se analizó el aumento de tamaño de los órganos diana, se observó 
inflamación en los pulmones en ambas cepas de ratón, lo cual se correlaciona con el 
número de UFCs observadas en este órgano a los dos tiempos evaluados (6 y 9 días). 
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Por otra parte, los ratones Il17a-/- aumentaron más el tamaño del cerebro, pero el número 
de UFCs era similar en ambas cepas tras 9 días de infección. Sin embargo, al evaluar las 
UFCs en este órgano a un tiempo más corto (6 días) se encontraron diferencias 
significativas entre los C57BL/6J e Il17a-/-. La mayor diseminación en los ratones Il17a-/- 
se correlacionó en este caso con una menor proporción de células gigantes en el pulmón. 
Hay estudios que demuestran que la IL-17A es crucial en la prevención de la 
diseminación de C. albicans (Mosci et al., 2014). Otros estudios también han relacionado 
a la citoquina IL-23 en la defensa contra la infección crónica por C. neoformans 
(Kleinschek et al., 2006). Se ha demostrado que la IL-23 refuerza la producción de IL-17 
(Rutitzky et al., 2008).  
Además, ratones carentes de IL-23 o IL-17 muestran una respuesta inmune 
celular disminuída (Nakae et al., 2002; Stark et al., 2005). En general, nuestros resultados 
apoyan la hipótesis de que la citoquina IL-17 es importante para impedir que las 
levaduras escapen del pulmón y diseminen al cerebro, aunque el tamaño de las 
levaduras en el pulmón es menor que en ratones silvestres.  
Para entender el mecanismo por el que la citoquina IL-17 regula el crecimiento 
de las levaduras y la diseminación en el ratón, medimos el perfil de citoquinas 
acumuladas en cerebro y pulmón. Encontramos que aunque el número de UFCs en el 
cerebro tras 9 días de infección fue similar en ratones KO y silvestres, había diferencias 
significativas en las citoquinas acumuladas. Los resultados obtenidos confirman que los 
ratones C57BL/6J tienen una respuesta de tipo Th2. Curiosamente, en los ratones Il17a-/- 
se detectaron altos niveles de TNF-α que no se observaron en los ratones silvestres.  
Esto puede significar que estos animales tratan de compensar la falta de IL-17 
produciendo otras citoquinas del tipo de respuesta Th1, lo cual concuerda con que las 
levaduras en el pulmón de estos ratones tienen un tamaño menor. Sin embargo, nuestro 
trabajo presenta la limitación de que existe una variación en el tamaño de las levaduras 
en los ratones C57BL/6J usados en diferentes laboratorios. El tamaño celular medio de 
las células gigantes de los ratones C57BL/6J utilizados en Italia fue alrededor de unas 50 
µm, mientras que las células gigantes observadas en los ratones C57BL/6J utilizados en 
nuestras instalaciones en el Centro Nacional de Microbiología eran de unas 30-35 µm. 
Esta discrepancia puede ser debida a que el origen de los ratones es distinto, los tiempos 
de infección y condiciones de mantenimiento en ambas instituciones son diferentes. Por 
ello, y para evitar estas diferencias interlaboratorio, creemos que estos resultados deben 
ser confirmados con diferentes abordajes, como inhibición de la IL-17 in vivo usando 
anticuerpos anti-IL-17, o administración de TNF-α a los ratones C57BL/6J para potenciar 
su respuesta de tipo Th1. 
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Como resumen, los resultados de esta tesis doctoral proporcionan un mayor 
conocimiento de los mecanismos que regulan la morfogénesis de C. neoformans in vitro e 
in vivo. Creemos que nuestro trabajo contribuirá a entender los mecanismos de virulencia 
de esta levadura y ayudar a predecir la susceptibilidad de pacientes a sufrir criptococosis 
y a desarrollar nuevas estrategias terapéuticas. 
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6 CONCLUSIONES 
6.1 La síntesis de la cápsula de C. neoformans ocurre de manera homogénea y no 
polarizada.  
 
6.2 El aumento del tamaño de la cápsula requiere del correcto funcionamiento de la 
mitocondria. 
 
6.3 Las formación de células gigantes de C. neoformans puede inducirse parcialmente 
in vitro en presencia de suero de mamífero en medios limitantes en nutrientes.  
 
6.4 La formación de células gigantes requiere la presencia de cápsula, y está regulada 
por fenómenos de quorum sensing. 
 
6.5 Las células gigantes de C. neoformans sobreexpresan genes que codifican 
proteínas de membrana, metabólicas y relacionadas con el acetil-CoA, lo que indica 
que estas células inducen cambios metabólicos que le permiten adaptarse a las 
condiciones del huésped. 
 
6.6 La formación de células gigantes in vivo se correlaciona con una respuesta inmune 
de tipo Th2.  
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